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ARDS  síndrome de distrés respiratorio agudo 
BSA  albúmina sérica bovina 
CK  creatinina quinasa 
CRS  distensibilidad dinámica del sistema respiratorio 
DDS  descontaminación digestiva selectiva 
DMSO  dimetilsulfóxido 
DPA  daño pulmonar agudo 
EDTA  ácido etilen-diamino tetra-acético 
ELISA  ensayo inmunoenzimático absorvente 
FiO2  fracción inspirada de oxigeno 
GOT  transaminasa glutámico- oxalacética  
GPT  transaminasa glutámica pirúvica 
IL  interleuquina 
LBA  lavado broncoalveolar 
LDH  lactato deshidrogenasa 
LPA  lesión pulmonar aguda 
LPS  lipopolisacárido bacteriano 
MCP-1  proteína quimiotáctica de macrófagos-1 
MIP-2  proteína inflamatoria de macrófagos-2 
Ml  mililitro 
NF-ҚB  factor nuclear kappa B 
PAM   presión arterial media 
PaO2  presión arterial de oxígeno 
PaCO2  presión parcial arterial de dióxido de carbono 
PIP  presión pico de la vía aerea 
PEEP  presión positiva al final de la expiración  
PBS  tampón fosfato salino 
SD  sprague- Dawley 
SDRA  síndrome de distres respiratorio agudo 
SDS  dodecil sulfato sódico 
SE error estándar de la media 
TNF-α factor de necrosis tumoral 
TLR receptores tipo toll 
UCI unidad de cuidados intensivos 
VEH vehículo 
VILI lesión pulmonar inducida por ventilación mecánica 
(ventilator-induced lung injury) 
VM ventilación mecánica 
VT volumen corriente (tidal)
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La insuficiencia respiratoria aguda es un hallazgo frecuente en la unidad de cuidados 
intensivos y es responsable del uso de la ventilación mecánica (VM). El daño o injuria 
producida por la VM es una entidad ampliamente conocida en la literatura médica. 
Desde la década de los setenta, varios estudios han tratado de averiguar los 
determinantes de este daño, introduciéndose los conceptos de barotrauma y 
volutrauma. El trabajo pionero de Webb y Tierney publicado en 1974 mostró que las 
presiones altas en el ventilador mecánico podrían inducir daño pulmonar y que este 
efecto se prevenía por el uso de la PEEP [1]. En concordancia con estos hallazgos, 
Dreyfuss y cols publicaron varios artículos describiendo el papel del volúmen corriente 
(Tidal Volume, VT) y las presiones en la vía aérea en la fisiopatología de este daño. 
Estos estudios confirmaron el papel fundamental del volúmen corriente en la génesis 
de este daño [2, 3] . Para enfatizar aún más el papel fundamental del volumen, el 
ARDS network mostró que el uso de VT bajo produce una disminución de la mortalidad 
y un  aumento del número de días sin uso de la ventilación mecánica cuando el 
paciente con distress recibía 6 ml/kg comparado con 12 ml/kg. Varios mecanismos 
pueden ser responsables para esta reducción de la mortalidad, siendo el papel de la 
inflamación tema de muchos estudios. De hecho, el uso de la ventilación mecánica 
produce un incremento de mediadores inflamatorios a nivel pulmonar. De hecho, en 
pulmones de rata ventiladas ex vivo, varias estrategias ventilatorias dan lugar a un 
aumento de la liberación de citoquinas en BAL con efectos pro y antiinflamatorios, 
siendo el volúmen corriente elevado el principal factor determinante [4][5-7]. Nepomuk 
y cols demostraron en un modelo pulmonar de ratón que la inducción de VILI (daño 
pulmonar inducido por la ventilación mecánica) estaba asociada a la liberación de 
varios mediadores inflamatorios hacia la circulación sistémica [8]. Finalmente, en un 
modelo de daño pulmonar, Chiumello demostró in vivo la liberación hacia la circulación 
sistémica de mediadores inflamatorios con volúmenes corrientes altos  (16 ml/kg). 
Por lo tanto, la liberación de mediadores proinflamatorios podría jugar un papel en la 
respuesta inflamatoria sistémica implicada en la fisiopatología de la disfunción 
orgánica múltiple. De hecho, muchos investigadores han demostrado cambios de PO2 
a nivel intestinal y de permeabilidad en respuesta a varios tipos de injuria, incluyendo 
procesos inflamatorios agudos. Otros autores también han demostrado que el uso de 
estrategias no protectoras de ventilación mecánica producen una translocación 
sistémica de endotoxina [9] o diseminación de E.coli [10] instilada. 
Por lo tanto, nosotros hemos elegido el estudiar el papel de las bacterias intestinales 
en la respuesta pulmonar y sistémica a la ventilación mecánica. 
En el presente estudio planteamos la hipótesis de que la microflora intestinal modula la 




Para erradicar la flora bacteriana Gram-negativa intestinal de las ratas administramos 
por vía oral una solución de descontaminación digestiva selectiva (DDS) que hemos 
puesto a punto. La DDS es una estrategia preventiva utilizada en la práctica clínica 
para eliminar la flora intestinal gramnegativa patencialmente patógena con el fin de 
reducir la incidencia de la neumonía y de la mortalidad. 
Dada la importancia de un correcto manejo de los parámetros ventilatorios para 
mantener a los pacientes con ARDS y ALI, se ha comenzado a estudiar el efecto de la 
ventilación en pulmones sanos. Para ello la utilización de modelos animales expuestos 
a estrategias ventilatorias convencionales o dañinas previamente tratadas  y no 
tratadas con DDS es indispensable para conocer mejor los mecanismos que inducen 
VILI  y el rol de la flora bacteriana intestinal en la respuesta pulmonar y sistémica a la 
ventilación mecánica 
En esta tesis, las ratas sanas tratadas y no tratadas con DDS han sido expuestas a las 
siguientes estrategias ventilatorias: 
• Ventilación mecánica convencional (VT Bajo) durante 2.5 h caracterizada por 
volúmen bajo (VT = 9 ml/kg) y aplicación de PEEP (PEEP=5 cm H2O), con el objetivo 
de simular una estrategia ventilatoria utilizada habitualmente en la unidad de cuidados 
intensivos. 
• Ventilación mecánica perjudicial (VT Alto) durante 2.5 h caracterizada por 
volúmen corriente alto (VT =25ml/kg) y ausencia de PEEP ya que nuestro objetivo es 
provocar alteraciones alveolares causadas por volutrauma, atelectrauma y/o biotrauma  
Se estudiaron cuatro grupos de animales, según fueran tratados con DDS o con 
vehículo: VT Bajo + vehículo, VT Bajo + DDS, VT Alto + vehículo y VT Alto + DDS. 
2. Objetivos 
Esta tesis comprende tres capítulos, en los cuales se evalúan: 
La puesta a punto de un protocolo eficaz de DDS en ratas para disminuir la 
colonización del tracto digestivo por bacterias Gram-negativas. En este estudio 
se reproducen los protocolos más utilizados en trabajos previos  y se comparan 
con el protocolo nuevo que diseñamos (capítulo 1). 
Los efectos del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la 
ventilación mecánica agresiva sobre la función cardiovascular, la mecánica 
respiratoria, la función pulmonar, la afectación de otros órganos, la respuesta 
inflamatoria y apoptótica en tejido pulmonar y la respuesta inflamatoria 
intestinal y sistémica (capítulo 2). 
La relación entre la presión de la vía aérea y los efectos de la DDS sobre los 
cambios inducidos por la ventilación mecánica con VT elevado sobre la 




otros órganos, la respuesta inflamatoria, la apoptosis y la expresión de TLR-4 




Se compararon tres regímenes antibióticos: Régimen A (n=8): tobramicina (0,5mg/ml) 
y polimixina E (1mg/ml) adicionados al agua de bebida durante 7 días, Régimen B 
(n=9): tobramicina (12mg/ml) y polimixina E (30mg/ml). Se administró 1 ml mediante 
una sonda orogástrica estéril cada 24 horas durante 7 días y Régimen C (n=9): 
tobramicina (6mg/ml) y polimixina E (15mg/ml). Se administró 1 ml mediante una 
sonda orogástrica estéril cada 12 horas durante 5 días. 
Las muestras basales de heces de rata (antes de la administración de DDS) contenían 
4,0±1,5 log UFC/g de microorganismos Gram-negativos. Tras 24 horas de tratamiento 
con DDS, 1/8, 9/9, 8/9 ratas fueron descontaminadas (no mostraban crecimiento de 




Efectos de la ventilación mecánica 
Las ratas que se sometieron a un VT elevado mostraron hipotensión, disminución de la 
distensibilidad pulmonar e hipoxemia, así como un aumento de la concentración de 
proteínas e IgM en el LBA. 
En el tejido pulmonar, aumentó la concentración tisular de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1 
y de la expresión de sus genes correspondientes. La expresión génica de CXCR2 
disminuyó en animales que recibieron VT elevado. Asimismo, la concentración de TLR-
4 disminuyó. También se observaron alteraciones histológicas consistentes con la 
presencia de daño pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas) y de aumento 
de la apoptosis (TUNEL). 
En el suero, la ventilación mecánica con VT elevado aumentó la concentración de MIP-
2, en comparación con VT Bajo. En el tejido intestinal, la ventilación mecánica con VT 
elevado, en comparación con VT bajo, se asoció con una menor concentración de MIP-








Efecto del tratamiento con DDS 
El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilación mecánica con VT     
bajo no se asoció a ningún cambio de la presión arterial, distensibilidad pulmonar, 
intercambio gaseoso, concentración de IgM o proteínas en LBA.  
En tejido pulmonar, se observó una tendencia (no significativa) a una mayor 
concentración de TNF-α, MIP-2 y MCP-1, en comparación con el grupo no tratado con 
DDS, y a una menor expresión génica (no significativa) de MIP-2 y MCP-1. 
En el suero, el tratamiento con DDS se asoció con una disminución de la 
concentración de TNF-α, IL-6 en comparación con el grupo no tratado. En el tejido 
intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una mayor concentración de IL-6, 
una menor concentración de MIP-2, y una menor expresión de los genes IL-6, MIP-2 y 
CXCR2. 
Efectos del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación 
mecánica  
En los animales que recibieron ventilación mecánica con VT elevado, el tratamiento 
con DDS se asoció, en comparación con los animales que no recibieron DDS, con una 
atenuación en el aumento de la permeabilidad alveolocapilar y una atenuación de la 
respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar (menor elevación de la concentración 
tisular de TNF-α, IL-6 y MCP-1).  
En el suero, los efectos de la ventilación mecánica no se modificaron por el 
tratamiento con DDS. En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS no modificó la 
respuesta a la ventilación mecánica con VT elevado. 
 
Capítulo 3 
Efectos de la ventilación mecánica 
Las ratas que recibieron VT alto con valor de PIP basal (≥27 cmH2O) en comparación 
con aquellas que presentaban PIP basal (<27cmH2O) mostraron hipotensión, 
disminución de la distensibilidad pulmonar, hipoxemia, signos de daño sistémico, así 
como aumento de la concentración de proteínas e IgM en el LBA, de apoptosis, de la 
concentración tisular de TNF-α, MCP-1, IL-1-β así como un aumento de la expresión 
de genes  de IL-6 y MCP-1, y alteraciones histológicas consistentes con la presencia 
de daño pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas). 
La ventilación mecánica con VT elevado con valor de PIP basal baja (≤PIP 27cmH2O) 
no altera los niveles de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 Y IL-1β, en comparación con las 
de PIP basal elevada (≥PIP 27 cmH2O). 
En el tejido intestinal, las ratas con valor de PIP basal (≥27 cmH2O), en comparación 
con las de PIP basal (< 27 cmH2O), se encontró una mayor concentración (aunque no 
alcanzó la significación estadística) de TNF-α, MIP-2 y MCP-1 y una mayor expresión 




Efecto del tratamiento con DDS 
El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilación mecánica con VT 
elevado con valor PIP basal <27cmH2O en comparación con el grupo no tratado no se 
asoció a ningún cambio de la presión arterial, distensibilidad pulmonar, intercambio 
gaseoso, concentración de IgM o proteínas en LBA. En el tejido pulmonar se observó 
una mayor concentración de IL-6, en comparación con el grupo no tratado con DDS, y 
una menor expresión génica (no significativa de MIP-2).  
En el suero, el tratamiento con DDS se asoció con una disminución de la 
concentración de TNF-.α en comparación con el grupo no tratado. En el tejido 
intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una respuesta inflamatoria 
atenuada (menor concentración aunque estadísticamente no significativa de TNF-α, IL-
6, MIP-2 y MCP-1) y no hubo cambios en la expresión de genes. 
El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilación mecánica con VT 
elevado con valor PIP basal ≥27cmH2O en comparación con el grupo no tratado se 
asoció con una atenuación de la elevación de la resistencia de la vía aérea (Raw Airway 
Resistance) y atenuación del aumento de la permeabilidad alveolocapilar  y de la 
respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar  (menor elevación de la concentración 
tisular de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1). 
En el suero, el tratamiento de la DDS  atenúa la respuesta inflamatoria (disminuye el 
TNF-α y la IL-6). En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS mostró una menor 
concentración de IL-6, y una menor expresión de genes CXCR2 y MIP-2. 
 
4. Conclusiones  
Capítulo 1 
La administración de DDS mediante una sonda orogástrica estéril cada 24 horas es 
eficaz para descontaminar el tracto digestivo en ratas en tan sólo 24 horas de 
tratamiento; (ii) no es necesaria la administración de la DDS de forma más frecuente 
(i.e; cada 12 horas); (iii) la administración oral ad libitum, tal como se ha utilizado en 
otros estudios, es ineficaz. 
 
Capítulo 2 
El tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria pulmonar asociada a la VM 
utilizando volúmenes tidales elevados. Nuestros resultados demuestran que la flora 






Los efectos nocivos de la ventilación mecánica con VT elevado se aprecian sólo en los 
animales que presentan un valor elevado de PIP al inicio del experimento. Sólo en 






1. Introduction  
Acute lung injury is often found in the intensive care unit and it is responsible for the 
initiation of mechanical ventilation. It is widely known in the medical literature that 
mechanical ventilation itself can induce lung injury. Since the early seventies, several 
studies have focused on the factors involved in this injury, introducing the concepts of 
barotrauma and volutrauma which point to increased airway pressure or increased lung 
volume, respectively as the cause of the injury. The pioneering work of Webb and 
Tierney published in 1974 showed that high pressure could induce lung injury and that 
this effect could be prevented by using positive end-expiratory pressure (PEEP). 
Consistent with these data, Dreyfuss et al. published several articles reporting the 
respective role of tidal volume and airway pressure in the pathophysiology of this 
injury. Lessons obtained from these studies confirm the prominent role of tidal volume 
in the origin of the injury. To further underline the major role of volume, the acute 
respiratory distress syndrome (ARDS) network showed the effect of volume limitation in 
acute lung injury, resulting in decreased mortality and increased number of days 
without ventilator use when the patient receive 6 ml/kg compared with 12 ml/kg. 
Different mechanisms could be responsible for this improvement, but several studies 
have explored the role of inflammation. In fact, mechanical ventilation has been shown 
to increase lung levels of inflammatory cells and soluble mediators. In perfused and 
ventilated rat lungs ex vivo, several ventilator strategies increased the concentration of 
cytokines with both pro and anti-inflammatory effects in bronchoalveolar lavage (BAL) 
being high tidal volume the main contributing factor. Nepomuk et al. Showed in an 
isolated perfused mouse model of ventilator-induced lung injury (VILI) that high tidal 
volume was associated with the release of several proinflammatory mediators into the 
systemic circulation. Finally, in a model of lung injury induced by high tidal volume (16 
ml/kg) in vivo, Chiumello showed a systemic release of inflammatory mediators. 
The release of proinflammatory mediators could therefore participate in the systemic 
inflammatory response that has been implicated in the pathophysiology of multiple 
organ dysfunction. Indeed, many investigators have demonstrated changes in gut PO2 
and permeability in response to various types of injuries, including acute inflammatory 
processes. Other authors have also shown with ventilatory nonprotective strategies 
lung to systemic translocation of endotoxin or dissemination of instilled E. coli. 
In this study we hypothesize that mechanical ventilation-induced lung and systemic 
inflammatory response is modulated by gut microbiota.  
Given the importance of ventilatory management for acute respiratory syndrome 
(ARDS or ALI) [11, 12], investigators have started to explore the effects of ventilation in 
healthy lungs. Animal models exposed to conventional and injurious ventilator 
strategies are being used to understand the mechanism of lung injury induced by 




In this thesis, healthy rats treated and untreated with SDD have been exposed to the 
following ventilator strategies: 
 Conventional low-stretch ventilation (low VT) during 2.5 h, with moderated tidal 
volume (VT= 9ml/kg) and application of positive end-expiratory pressure 
(PEEP=5 cmH2O), to emulate a ventilator strategy widely used in critical care 
units. 
 Injurious high-stretch ventilation (high VT) during 2.5 h, with high tidal volumes 
(VT = 25 ml/kg) and without PEEP application since our aim was to provoke 
alveolar alteration caused by volutrauma, atelectrauma, and/or biotrauma. 
 
2. Objectives 
This thesis is composed of three chapters with the following specific aims: 
• To develop an efficient SDD regimen to reduce gram negative bacteria in faecal 
samples. We employed the protocols used in previous studies and compared them to a 
novel protocol designed by us (Chapter 1). 
• To analyse the impact of SDD on the changes induced by mechanical ventilation on 
cardiovascular function, respiratory mechanics, pulmonary function, the effect on other 
organs, inflammatory and apoptotic response in lung tissue and intestinal and systemic 
inflammatory response (Chapter 2). 
• To analyse the relationship between airway pressure and the effects of the SDD on 
the changes induced by mechanical ventilation with high VT on respiratory mechanics, 
pulmonary function, hemodynamics, the involvement of other organs, inflammatory 
response, apoptotic expression of TLR-4 pulmonary, and intestinal and systemic 
inflammatory response  (Chapter 3). 
3. Results 
Chapter 1 
Baseline Three different antibiotic regimens were compared: A (n=8): tobramicin 
(0,5mg/ml) and polimyxin E (1mg/ml) added to drinking water for 7 days, B (n=9): 
tobramycin (12mg/ml) and  polimyxin E (30mg/ml) in 1 ml by a gastric gavage every 24 
h for 7 days and C (n=9): tobramycin (6mg/ml) y polimyxin E (15mg/ml) in 1 ml using a 
gastric gavage every 24 for 5 days. 
Baseline faecal samples (before administration SDD) contained 4.0 ± 1.5 log CFU/g of 
Gram-negative microorganisms. After 24 hours of SDD treatment, 1/8, 9/9, 8/9 ratas 






Mechanical ventilation effects  
Rats receiving high VT showed hypotension, reduction of the pulmonary distensibility 
and hypoxemia, as well as an increased protein and IgM concentrations in BAL. 
In lung tissue, the concentrations of TNF-α, IL-6, MIP-2 and MCP-1 and the expression 
of their corresponding genes were increased. Gene expression of CXCR2 and TLR4 
decreased in animals receiving high VT. Histologic alterations were observed in the 
high VT group with the presence of acute lung injury (presence of hyaline membranes) 
and enhanced apoptosis (TUNEL). 
In serum, high VT mechanical ventilation increased the concentration of MIP-2 
compared with low VT. In gut tissue, high VT mechanical ventilation, relative to low VT, 
was associated with lower MIP-2 concentration and downregulation of MIP-2 gene 
expression. 
 
Effects of DDS treatment 
In animals under low VT mechanical ventilation SDD treatment was not associated with 
changes in arterial pressure, pulmonary distensibility, gas exchange, IgM or protein 
concentrations in BAL. In pulmonary tissue, a non-significant increase in the 
concentration of TNF-α, MIP-2 and MCP-1 was observed, compared to non-treated 
group with DSS. In addition, lower gene expression of MIP-2 and MCP-1 was also 
observed.  
In serum, SDD treatment was associated with a decrease in the concentration of TNF-
α and IL-6, relative to untreated group. In intestinal tissue, animals treated with DDS 
showed a higher concentration of IL-6, lower concentration of MIP-2 and lower 
expression of the IL-6, MIP-2 and CXCR2 genes. 
 
Effects of DDS treatment on induced changes by mechanical ventilation 
In animals under high VT mechanical ventilation, SDD treatment was associated with 
attenuation of the increased alveolar-capillary permeability and attenuation of the 
inflammatory response in lung tissue (lower increase of the concentration of TNF-α, IL-
6 and MCP-1). 
In serum, the effects of mechanical ventilation were not modified by SDD. In intestinal 







Mechanical ventilation effects 
Relative to rats showing basal peak inspiratory pressure (PIP <27 cmH2O), rats 
receiving high VT   with high basal PIP (≥27 cmH2O) showed hypotension, decreased of 
the pulmonary distensibility, hypoxia, signs of systemic damage and an increase of the 
concentration of proteins and IgM in BAL. In addition, these rats showed enhanced 
apoptosis, an augmented tissue concentration of TNF-α, MCP-1, IL-1β, an increased 
expression of IL-6 and MCP-1 genes as well as histologic alterations consistent with 
the presence of acute lung injury (presence of hyaline membranes). 
Mechanical ventilation with high VT and low basal PIP value (PIP 27 cmH2O) did not 
alter the levels of TNF-α, IL-6, MIP-2 and IL-1β levels, compared with high basal PIP 
(≥PIP 27 cm H2O). 
In intestinal tissue, rats with high basal PIP values (≥27 cmH2O), relative to rats with 
low basal PIP (<27 cm H2O), we found a non-significant higher concentration of TNF-α, 
MIP-2 and MCP-1 as well as an increased expression of MIP-2 and CXCR2 genes. 
Effects of DDS treatment 
Treatment with DDS in animals receiving mechanical ventilation with high VT and basal 
PIP values < 27cm H2O was not associated with any change in blood pressure, lung 
compliance, gas exchange and concentrations of IgM or proteins in LBA compared to 
the non-treated group. In the lung tissue we found a higher concentration of IL-6, 
compared to the non DSS-treated, and a lower (non-significant) MIP-2 gene 
expression. In the serum, treatment with DDS was associated with a decrease in the 
concentration of TNF-α compared with the untreated group. In the intestinal tissue, 
DDS-treated animals showed an attenuated inflammatory response (a non significant 
trend for lower concentration of IL-6, TNF-α and MCP-1, MIP-2) and there were no 
changes in the gene expression.  
Treatment with SDD in animals receiving mechanical ventilation with high VT and basal 
PIP ≥27cm H2O was associated with an attenuation of the elevation of the airway 
resistance (RAW) and attenuation of the increased alveolar-capillary permeability and 
inflammatory response in the lung tissue (lower elevation of tissue concentration of 
TNF-α IL-6, MIP-2 and MCP-1) compared to the non-treated group. In the serum, the 
SDD treatment attenuates the inflammatory response (lowers TNF-α and IL-6). In the 
intestinal tissue, treatment with SDD led to lower concentrations of IL-6, and a lower 
expression of CXCR2 and MIP-2 genes. 
4. Conclusions 
Chapter 1 
(i) SDD in a single daily administration by oral gavage is effective to eradicate aerobic 




administration of SDD. (iii) Oral administration (ad libitum) as used in other studies, is 
inefficient. 
Chapter 2 
SDD treatment attenuates systemic and pulmonary inflammatory response associated 
with mechanical ventilation using high tidal volume. Our results show that intestinal 
microbiota modulates the lung inflammatory response. 
Chapter 3 
The deletereous effects of mechanical ventilations with high VT are only appreciated in 
those animals with a high PIP value at the beggining of the experiment. The beneficial 









































1. Concepto de síndrome de distrés respiratorio 
agudo 
El síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es una inflamación pulmonar  aguda 
en el contexto de un factor de riesgo pulmonar o no pulmonar. El proceso inflamatorio 
se acompaña de hiperperrmeabilidad alveolocapilar y formación de edema pulmonar. 
En la práctica clínica esta condición se presenta como insuficiencia respiratoria aguda 
en el contexto de otra condición se presenta como insificiencia respiratoria aguda en el 
contexto de otra condición (pulmonar, como neumonía; o extrapulmonar, como sepsis 
u otro origen, o trauma múltiple), que requiere tratamiento de soporte ventilatorio en 
una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Numerosos estudios han abordado el 
problema de la patogénesis y tratamiento de esta condición. Se han desarrollado 
modelos animales con el objetivo de analizar los mecanismos de daño epitelial y 
endotelial. Estos modelos deben reproducir los cambios característicos de SDRA, 
principalmente los referentes al desarrollo de inflamación tras un insulto. En 
investigación básica la denominación más aceptada es la del daño pulmonar agudo o 
acute lung injury (DPA/ALI). En la presente memoria, nos referiremos en general la 
forma indistinta a SDRA y a DPA. 
El SDRA fue descrito por primera vez por Ashbaugh y cols en el año de 1967 
(Ashbaugh 1967). La conferencia de con consenso americano-europea (AECC) 
propuso en 1994 los siguientes criterios de diagnósticos: insuficiencia respiratoria de 
comienzo agudo, radiografía de tórax con infiltrados bilaterales, presión de 
enclavamiento de la arteria pulmonar menor de 18 mmHg, cociente PaO2/FiO2 menor 
que 200 mmHg y una causa predisponente conocida. Las causa predisponente para 
SDRA puede ser pulmonar o directa (neumonía, aspiración o trauma pulmonar) o bien 
extrapulmonar o indirecta (pancreatiris, hemorragia o shock). 
Tras la publicación de los criterios de AECC pronto se hicieron evidentes las 
limitaciones de esta definición [14, 15]. Por ejemplo, no se contempla el efecto de la 
PEEP  sobre el criterio de oxigenación. Por otro lado el edema pulmonar cardiogénico 
era un criterio excluyente para el diagnóstico de SDRA. Sin embargo, hoy se reconoce 
que el SDRA (edema pulmonar con hiperpermeabilidad) se asocia a edema pulmonar 
que, aun originándose por un mecanismo de hiperpermeabilidad, puede tener un 
componente hidrostático. Es decir, que el SDRA y el edema pulmonar cardiogénico 
puede coexistir. [16,17] 
Más recientemente, con el objeto de resolver las limitaciones de la definición de 
AECC, se convocó en 2011 una nueva conferencia de consenso en Berlín que 
propuso una nueva definición (Definición de Berlín, BD) [14]  
Se propusieron variables que tenían que cumplir con los siguientes tres criterios: 
fiabilidad, confiablidad y validez. Las variables diagnósticas propuestas fueron: tiempo 
de inicio desde la identificación del factor de riesgo, grado de hipoxemia (según  PaO2 
y nivel de PEEP), origen del edema, y anormalidades radiológicas (Tabla 1). La BD 




SDRA se estratifica la gravedad en tres niveles: leve, moderado y grave de acuerdo a 
la hipoxemia presente. De tal modo que una leve (PaO2/FiO2 = 201-300 mmHg), 
moderado (PaO2/FiO2≤200 mmHg), y grave (PaO2/FiO2 de ≤100mmHg). La PEEP 
afecta notablemente la PaO2/FiO2, por tanto se incluyó en la definición de SDRA y un 
nivel mínimo de PEEP (5 cmH2O) en cualquier nivel de gravedad. 
Los autores [18] evaluaron y validaron la nueva definición de Berlín en una cohorte 
retrospectiva de 4. 188 pacientes con SDRA, la cual fue comparada con la antigua 
definición de SDRA. Usando la nueva definición de Berlín, los diferentes grados de 
gravedad (leve, moderado, grave) se asociaron con un incremento de la mortalidad 
(27%, 32% y 45% respectivamente, p<0.01) y un incremento en la duración de la 
ventilación mecánica en los supervivientes (5, 7 y 9 días, respectivamente; 
p<0.001)[18] 
Los autores eliminan el concepto de ALI (Acute Lung Injury) o Daño Pulmonar Agudo, 
que se denomina ahora SDRA leve.  
 
Tabla 1. Nueva definición de Berlín de síndrome de distrés respiratorio agudo 
         Leve                                Moderado                                    Grave 
Tiempo de Inicio               Inicio dentro de 1 semana de conocida la injuria clínica o nuevo 
deterioro de  
                                         los síntomas respiratorios 
Imagen torácica 
a
             Opacidades bilaterales- no explicable por derrame, atelectasia 
pulmonar lobar  
                                         o pulmonar, o nódulos. 
Origen del edema             Falla respiratoria no explicable completamente por una insuficiencia  
                                         cardiaca  
                                         o sobrecarga de líquidos. 
                                         Necesita evaluación objetiva  (ejm. Ecocardiograma) para excluir   
                                         edema hidrostático si no hay factor de riesgo presente. 
Hipoxemia                        200-300mmHg, con             ≤200->100mmHg, con                    





        PEEP/CPAP≥5cmH
2
O              PEEP≥5cmH
2






aRadiografía de tórax o tomografía axial computarizada. 
CPAP, continuous positive airway pressure; FiO2, fracción inspirada de oxígeno; PaO2, presión 








2. Etiología y factores de riesgo 
El DPA/SDRA puede desarrollarse debido a diferentes causas, que pueden ser (i) 
enfermedades pulmonares (daño pulmonar directo), como neumonía la contusión 
pulmonar o la aspiración del contenido gástrico; (ii) enfermedades extrapulmonares 
(daño pulmonar indirecto), como la sepsis, el trauma grave no pulmonar, o el shock 
(tabla 1) [19].  En los estudios epidemiológicos recientes, el DPA directo es más 
frecuente que el directo, correspondiendo a un 55-75% de los casos (tabla 2). 
La importancia en la diferenciación entre el origen pulmonar y extrapulmonar del DPA 
se debe a que, como se ha señalado recientemente, existen diferencias en el patrón 
radiológico, en la mecánica pulmonar o en la respuesta al tratamiento. 
Gattinoni y cols [20] estudiaron a 12 pacientes con SDRA de origen pulmonar (11 
pacientes con pneumonía y uno con alveolitis hemorrágica) y a 9 pacientes con SDRA 
de origen extrapulmonar ( 3 pacientes politraumatizados, 3 pacientes con peritonitis, 2 
pacientes con infarto intestinal  y uno con shock hemorrágico). A todos se les aplicaron 
diferentes niveles de PEEP y se analizaron los cambios en la mecánica respiratoria  
encontraron que los cambios son consistentes con una prevalencia de consolidación 
en los casos de SDRA de origen pulmonar y prevalencia de edema y colapso alveolar 
en el SDRA de origen extrapulmonar. 
Goodman y cols [21] encuentra que el patrón radiológico del SDRA de origen 
extrapulmonar es “en vidrio deslustrado”, uniforme y simétrico, mientras que el SDRA 
del origen pulmonar la imagen en vidrio deslustrado no es prevalente y los infiltrados 
son claramente asimétricos. 
Lim y cols [22] analizaron la respuesta a la posición prona de un grupo de 31 
pacientes con SDRA, y encontraron que en la fase inicial del síndrome los casos de 
origen pulmonar  y los de extrapulmonar responden de un modo diferente a la posición 
en prono en cuanto al tiempo en el que se producen los cambios en la oxigenación, los 
cambios en la mecánica respiratoria  e incluso en las modificaciones en las imágenes 
radiológicas. Los autores concluyen ante estos hallazgos que hay dos categorías de 
SDRA y que incluso se trata de dos síndromes distintos que pueden requerir 
diferentes pautas de tratamiento con ventilación mecánica. 
El riesgo de SDRA aumenta si en combinación con algún factor de riesgo, el paciente 
presenta algún otro factor predisponente, como 1) la edad avanzada, 2) el sexo 
femenino, 3) el abuso crónico de alcohol, 4) tabaquismo,  5) La enfermedad pulmonar 
crónica,  6) la severidad de la enfermedad subyacente  y 7) la combinación de factores 
de riesgo. 
Estos datos parecen proponer de un modo firme las posibles diferencias entre los 
pacientes que cumplen los criterios de diagnóstico de la conferencia consenso y cuyo 




Nosotros en nuestro trabajo de investigación nos centramos en los efectos 
extrapulmonares (mediante el uso de la DDS en ratas ventiladas). 
3. Impacto social 
La relevancia social del problema de DPA esta bien documentada. Primero, la elevada 
mortalidad del DPA, afectando con frecuencia pacientes jóvenes (víctimas de trauma, 
quemaduras o neumonía). Segundo, el tiempo prolongado de recuperación que 
requieren los supervivientes antes de incorporarse de nuevo a la vida laboral y social 
activa sufriendo tras el alta de UCI morbilidad pulmonar y extrapulmonar. Tercero, la 
prevalencia creciente de esta enfermedad, al aumentar la frecuencia de los factores de 
riesgo (e. gr. Trasplante pulmonar, epidemias de neumonía por virus de la influenza, 
edad más avanzada de la población, etc). 
Desde su primera descripción en 1967 el SDRA ha recibido más atención que ninguna 
otra entidad aislada dentro de los cuidados intensivos. Aproximadamente un 7-10% de 
los pacientes ingresados en UCI sufren DPA/SDRA [19, 23, 24], y el 5-8% de los 
pacientes que reciben ventilación mecánica tienen este diagnóstico. Unos estudios 
recientes han estimado la incidencia entre 5 y 80 casos por 100,000 habitantes por 
año [23, 25-28]. Siendo la mortalidad del DPA/SDRA entre un 35%-65%. ((null) (null)). 
Se trata, pues, de un síndrome con una elevada incidencia y una alta mortalidad. Sin 
embargo, a pesar de avances en la medicina, en el conocimiento de la patogénesis de 
otras enfermedades, y en la implementación de nuevos y eficaces tratamientos para 
otras condiciones, la mortalidad del DPA/SDRA no ha variado en las tres últimas 
décadas [23, 29-34]. En una revisión sistemática rigurosa publicada en 2009 se 
determinó la mortalidad del SDRA se ha mantenido estable (44% en estudios 
observacionales y 36% en estudios aleatorizados, desde que la definición de la AECC 
fue publicada [35]. Por otro lado ningún tratamiento (a excepción del uso de volumen 
tidal bajo en la ventilación mecánica de estos pacientes y quizá la posición prona) se 
ha demostrado eficaz [36-39] 
 
4. Mecanismos de daño epitelial alveolar: 
apoptosis 
Los mecanismos propuestos en el DPA han de ser explicativos de varios procesos 
característicos del DPA, como son, entre otros, el desarrollo de una respuesta 
inflamatoria pulmonar tras un insulto, los cambios en la permeabilidad alveolocapilar y 
consiguiente formación de edema, la muerte celular en el epitelio alveolar y la lesión 
endotelial (Figura 3). 
La muerte de células epiteliales alveolares  podría contribuir a la disrupción de la 




consecuentemente la inundación de los espacios aéreos con fluido edematoso rico en 
proteínas [40] (Fig. 1). 
La muerte celular puede ser primariamente por lisis de la membrana celular (necrosis) 
y salida posteriormente del contenido citoplasmático y nuclear por un proceso 
controlado de contracción celular con condensación de la cromatina y degradación del 
DNA (Apoptosis).  
Ambos tipos de muerte celular han sido encontrados en la pared alveolar de pulmones 
de pacientes fallecidos con SDRA y en modelos animales de ALI inducido por 
hiperoxia, LPS, bleomicina, o punción y ligadura cecal, isquemia-reperfusión o 
ventilación [41, 42]. La muerte por apoptosis se asocia con la expresión en la 
superficie celular de receptores de muerte que permite el aclaramiento de células con 
escaso desarrollo de inflamación [40]. La apoptosis masiva y el desprendimiento de 
células del epitelio alveolar, podría exponer la membrana basal a productos 
inflamatorios como oxidantes, proteinasas y otros factores inflamatorios. Además, la 
destrucción del epitelio alveolar conduce a la proliferación de fibroblastos y producción 
de colágeno, lo cual puede producir fibrosis pulmonar. Por el contrario la apoptosis 
puede ser beneficiosa para la reparación pulmonar por medio de la resolución de la 
hiperplasia de los neumocitos tipo II o la limpieza de células inflamatorias [40]. A pesar 
de que la apoptosis ocurre en las células epiteliales alveolares en el DPA, su papel en 
la alteración de la función epitelial alveolar afectando a la permeabilidad a proteínas y 
el aclaramiento de fluido alveolar no han sido completamente aclaradas. 
Las vías de señalización de la apoptosis son importantes en la patogénesis del SDRA, 
y la relevancia de la apoptosis varía según el tipo celular. El reclutamiento de 
neutrófilos activados hacia el pulmón es necesaria para erradicar la mayoría de los 
patógenos, pero el retraso en el aclaramiento de estos neutrófilos en los pulmones 
podría perpetuar el SDRA. Sorprendentemente el aumento en la concentración del 
factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos en LBA (que retrasa la 
apoptosis de neutrófilos alveolares), se ha asociado con mejoría de la supervivencia 
en pacientes adultos con SDRA. Sin embargo, la inflamación continuada en el pulmón 
se ha asociado con una peor evolución y la apoptosis de neutrófilos es esencial para 
la resolución de la inflamación alveolar.   
La apoptosis puede ser iniciada por la activación de la familia de receptores de muerte 
o directamente por daño mitocondrial. En el pulmón la activación de los complejos 
receptor/ligando de muerte, como Fas/FasL, TNF-α/TNFR, TGF-β1/receptor TGFR-β y 
LPS/TLR4, lleva a la activación de una familia de caspasas. Inicialmente, la caspasa 8 
activa a las caspasas efectoras (caspasa 3 y caspasa 7) resultando en la escisión del 
DNA nuclear y apoptosis. La activación de caspasa 8 es insuficiente para inducir 
muerte celular y requiere amplificación de la señal apoptótica por la mitocondria. Esta 
amplificación mitocondrial requiere activación de la familia de proteínas Bcl-2 (Bid, Bax 
o Bak), lo cual lleva a la permeabilización de la  membrana externa de la mitocondria y 
liberación de citocromo c, lo cual aumenta la activación de las caspasas efectoras. 




de daño pulmonar inducido por hiperoxia/hipoxia, bleomicina, isquemia-reperfusión, 
ventilación mecánica y estrés nitro oxidativo.  
La familia bcl-2 y la señalización mediada por Fas son importantes en el desarrollo de 
la apoptosis de las células alveolares epiteliales en modelos animales de SDRA y 
también en adultos con SDRA. El aumento en la concentración del ligando soluble de 
Fas en el LBA de pacientes adultos con SDRA se ha asociado con un aumento en la 
mortalidad, y el lavado broncoalveolar en pacientes adultos con SDRA produce 
apoptosis en cultivos de células humanas del epitelio pulmonar distal. Estos estudios 
han generado interés en tratamientos que modulen las vías de apoptosis.  
La señalización apoptótica es modificada por una corregulación de las vías de Fas y 
TLR-4 a través de dominio de muerte asociado a Fas así como la activación de las 
vías de Fas y Bcl-2 por señales inflamatorias. Las proteínas del surfactante regulan la 
apoptosis de las células epiteliales alveolares y los fibroblastos pulmonares así como 
el aclaramiento de células apoptóticas por los macrófagos.  
En resumen, Fas/FasL juegan un papel esencial en la patogénesis del DPA mediante 
la inducción de apoptosis y activación de vías inflamatorias en una fase temprana pero 
también tiene un papel importante en la reparación pulmonar y fibrosis. 
El sistema renina angiotensina también modula la apoptosis en los pulmones. La 
angiotensina II ha demostrado ser importante para LPS, Fas, y  modelos de daño 
pulmonar con depleción del surfactante. El bloqueo del sistema renina angiotensina 
tiene efectos beneficiosos en modelos de SDRA.  
El estrés oxidativo es otro modulador de la apoptosis en los pulmones, en parte por la 
modificación de la estructura y función del ligando de Fas. El estrés oxidativo es 
debido a los oxidantes producidos en el microambiente alveolar por los neutrófilos y 
otras células por las altas concentraciones de oxigeno inhalado. La lesión oxidativa 
pulmonar se ha estudiado ampliamente, y podrían existir posibles intervenciones 
terapéuticas en este campo.  
El papel del NO generado por la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS)  en la apoptosis 
de las células epiteliales alveolares no está claro. Algunos estudios sugiere que NO 
derivado de iNOS no es nocivo y podría incluso inhibir la apoptosis en células 
epiteliales alveolares en modelos de DPA inducidos por sepsis [43]. 
Las terapias potenciales anti apoptóticas podrían estar dirigidas a los complejos 
receptor de muerte/ligando tales como el sistema Fas ligando/Fas, caspasas o la 
familia de proteínas bcl-2. Debemos tener en cuenta que la prevención de la apoptosis 
de las células epiteliales alveolares en una fase temprana de DPA puede ser 
beneficiosa para reducir la progresión de esta enfermedad y evitar la fibrosis 
pulmonar, pero su inhibición en la fase proliferativa cuando hay hiperplasia epitelial 
podría entorpecer la reparación pulmonar. Además, el estado de daño pulmonar y la 
duración de los tratamientos dirigidos a la inhibición de la apoptosis pueden ser 




5. Lesión del epitelio alveolar e 
hiperpermeabilidad alveolocapilar 
Bachofen y Weibel, encontraron en los pacientes con SDRA alteraciones en las 
células endoteliales y, en mayor medida, en las células epiteliales [44]. El epitelio 
alveolar regula el contenido de agua  y de solutos en el espacio alveolar, lo cual es 
importante para el adecuado intercambio de gases así como la defensa del huésped 
contra los patógenos virales y bacterianos. La lesión del epitelio alveolar da lugar a un 
aumento de la permeabilidad para las proteínas y a un deterioro del aclaramiento de 
las proteínas del fluido alveolar. Estas alteraciones conllevan a que los alveolos se 
inunden con proteínas de alto peso molecular, con el consiguiente empeoramiento del  
intercambio gaseoso [45]. 
El epitelio del alveolo es una barrera muy fina que restringe el paso de las proteínas y 
agua desde el intersticio al espacio alveolar debido a la presencia de proteínas de 
unión localizadas entre las células epiteliales alveolares adyacentes y que son 
responsables de que la barrera epitelial sea mucho menos permeable que la barrera 
endotelial [45]. Las proteínas de unión (tight junction) se encuentran localizadas en el 
extremo luminal del espacio intercelular y son las principales estructuras que limitan la 
difusión pasiva de las proteínas, lípidos y solutos entre las células epiteliales [46]. Las 
proteínas de unión también mantienen la polaridad epitelial y el transporte vectorial 
transcelular y paracelular que cruza el epitelio. Por lo tanto, la disfunción de las tight 
junctions no sólo da lugar un incremento de permeabilidad de proteínas sino también 
empeora  la capacidad del epitelio alveolar para aclarar el fluido alveolar perpetuando 
la formación del edema rico en proteínas. Además la disfunción de las tight junctions 
facilita la translocación de endotoxinas y microbios del medio externo al 
compartimento sistémico, contribuyendo al desarrollo del daño multiorgánico [46]. 
Los componentes extracelulares de las tight junctions están formados por la familia de 
proteínas de zonula accludens (ZO). Estas proteínas interactúan con la membrana a 
través de muchas proteínas scaffolding (ocludinas, claudinas, y moléculas de adhesión 
de unión) y estas últimas se unen a la actina del citoesqueleto. La actina y la miosina 
son dos componentes principales de la unión al citoesqueleto que interactúan 
regulando la tensión y contracción celular. Estas también tienen influencia sobre la 
función epitelial. 
La desorganización y la disrupción de la interacción de las tight  junctions y las fibras 
de actina incrementan la permeabilidad paracelular. El remodelamiento de la actina es 
regulado por las proteínas de la familia Rho y GTPasas pequeñas (RhoA y Rac1/2/3), 
quienes tienen efectos opuestos sobre la permeabilidad epitelial. Mientras la activación 
de Rac 1/2/3preserva la integridad de la barrera epitelial y la permeabilidad, la 
activación de RhoA da lugar a la organización de las fibras de estrés de la actina, 
formación de grandes centros de adherencia y la interacción de la actina y las fibras 
de miosina a través de la fosforilación de la cadena ligera de miosina y dan lugar a la 
contracción celular y a un incremento de la permeabilidad paracelular. Se necesita un 




este contexto, la inhibición  de RhoA atenúa el desarrollo del edema pulmonar y aclara 
el fluido alveolar en un modelo murino de neumonía por Pseudomonas aeruginosa [47] 
Los componentes de las tight junctions pueden ser dianas directas de diferentes 
estímulos, tal como estiramiento mecánico, la inflamación local y sistémica y las 
proteínas virales y bacterianas[48, 49]. Otras lesiones también pueden alterar las tight  
junctions, tal como ZO-1 y ocludinas, y promoviendo la interacción entre actina y 
miosina y la contracción celular vía la activación de la Rho Kinasa y la fosforilación de 
las cadenas ligeras de miosina [50]. 












        
 
 
 IL: interleuquiina; TNF: factor de necrosis tumoral; TGF: factor de crecimiento; ROS: especies 
reactivas de oxígeno; RNS: especies reactivas de nitrógeno (Adaptado de [51])
 
 
6. Respuesta inflamatoria en el DPA 
El principal cambio en la patogénesis del DPA es el desarrollo de una respuesta pro-
inflamatoria en el tejido pulmonar. EL DPA está producida por un desequilibrio entre 




Todavía no se conocen las señales más inmediatas que producen la activación  
incontrolada de la respuesta inflamatoria aguda. Sin embargo el factor nuclear қB (NF-
қB), un factor de transcripción cuya activación está estrechamente regulada en 
condiciones normales, se ha convertido en un posible candidato que desvía el 
equilibrio a favor del estado proinflamatorio. 
Tan pronto como a los 30 minutos después de una agresión aguda se puede detectar 
un aumento de la síntesis de la interleucina 8 (IL-8), un potente agente quimiotáctico y 
activador de los neutrófilos, por macrófagos alveolares. La liberación de este 
compuesto y de otros similares, como la IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF-α), 
producen activación endotelial, secuestro y activación de neutrófilos en el 
compartimento microvascular pulmonar. Se piensa que los neutrófilos tienen una 
función importante en la patogenia del SDRA.  
El estudio histológico de los pulmones en las primeras fases del proceso muestra un  
aumento del número de neutrófilos dentro del espacio vascular, el intersticio y los 
alveolos. Los neutrófilos activados liberan productos diversos (oxidantes, proteasas, 
factor activador plaquetario y leucotrienos) que producen lesión del epitelio alveolar y 
mantienen la cascada inflamatoria [52]. 
El daño del endotelio y del epitelio perpetúa la hiperpermeabilidad vascular y la 
pérdida del surfactante, facilitando la formación de atelectasias. Los cambios pro-
inflamatorios están en equilibrio con efectos anti-inflamatorios de anti-proteasas, 
antioxidantes y citocinas anti-inflamatorias de origen endógeno (e.g; IL-10) que son 








































El alveolo normal (izquierda) comparado con el alveolo lesionado en la fase temprana de la 
lesión pulmonar aguda en el síndrome de dificultad respiratoria aguda. Bajo la influencia de 
citocinas proinflamatorias,  como la IL-8, IL-1 y TNF (liberadas por los macrófagos), los 
neutrófilos inicialmente quedan secuestrados en la microvasculatura pulmonar, seguido por 
marginación y salida hacia el espacio alveolar, donde son activados. Los neutrófilos activados 
liberan diversos factores como leucotrienos, oxidantes, proteasas, y factor activador de 
plaquetas (PAF), que contribuyen a la lesión tisular local, la acumulación de líquido de edema 
en los espacios aéreos, la inactivación del surfactante y la formación de membranas hialinas. 
Posteriormente, la liberación de citocinas fibrógenas derivadas de los macrófagos, como el 
factor de crecimiento y transformación β (TGF-β) y el factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF), estimula el crecimiento de los fibroblastos y el depósito de colágeno 
asociados a la fase de curación de la lesión. (Modificada de WareLB, Mattthay MA: The acute 
respiratory distress síndrome. N Engl J Med 342:1334, 2000). 
 
7. Cambios histológicos 
Los cambios histológicos asociados al DPA/SDRA reflejan el desarrollo de una 
respuesta inflamatoria aguda. Se observa congestión capilar, necrosis de las células 
epiteliales alveolares, edema y hemorragia intersticiales e intraalveolares, y 
(particularmente en la sepsis) acúmulo de neutrófilos en los capilares. 
El hallazgo más característico en la presencia de membranas hialinas recubriendo los 
conductos alveolares distendidos (Fig.3). Estas membranas están formadas por 
líquido de edema rico en fibrina mezclado con restos de células epiteliales necróticas. 
En la fase organizativa hay una marcada proliferación de neumocitos tipo II en un 
intento de regenerar el revestimiento alveolar. La resolución es poco habitual. Con 




fibrosis intraalveolar. Existe un marcado engrosamiento de los tabiques alveolares, 
producido  por la proliferación de las células intersticiales y el depósito de colágeno. 
 
Figura 3.   Ejemplos de hallazgos histológicos 
            
Panel izquierdo: alveolos de apariencia normal, con septos alveolocapilares delgados, que 
separan la sangre del espacio alveolar e incluyen las células endoteliales, membrana basal y 
células epiteliales. Panel central: pulmón con SDRA (la membrana basal  del alveolo está 
recubierta por el material resultante de la destrucción de los neumocitos tipo I y que constituyen 
las membranas hialinas. Panel derecho: fibrosis de la membrana de los capilares y  de los 
alveolos, en verde [53]. 
 
Los cambios morfológicos característicos del SDRA se denominan daño alveolar 
difuso (DAD), tal como fue descrito por Katzenstein y cols [54]. 
Generalmente estos cambios evolucionan en el tiempo en fases bien definidas 
(exudativa, proliferativa y fibrosis). 
La fase exudativa se observa en la primera semana y se caracteriza por la presencia 
inicial de edema en el intersticio, seguido de la destrucción de los neumocitos tipo I 
que tapizan los alveolos, que son sustituidos por un material PAS positivo, 
denominado membranas hialinas. Estas membranas, que son el signo más distintivo 
del DAD, están constituidas por fibrina y detritus procedentes de la destrucción de los 
neumocitos tipo I, tal como se aprecia en la microscopía electrónica. 
La fase proliferativa se observa en la segunda semana y se caracteriza por la 
proliferación de los neumocitos tipo II que tapizan la superficie alveolar. En la 
microscopía electrónica se observan unos cuerpos lamelares que dan una imagen de 
reparación formada por células altas que recubren el interior del alveolo. 
Finalmente, la fase de fibrosis se desencadena cuando el estímulo nocivo continúa y 
el proceso pulmonar mantiene su actividad produciendo un depósito de colágeno en el 
intersticio, ensanchándolo, al tiempo que disminuye el tamaño de los alveolos y los 
separa, produciéndose una fibrosis pulmonar que caracteriza las fases avanzadas del 






Figura 4. Relación entre la fase exudativa, proliferativa y fibrosis y duración del SDRA     
 
 
La fase exudativa disminuye significativamente en el tiempo mientras que la fase proliferativa y  
la fibrosis fueron progresivamente aumentando en el tiempo. Más de una fase puede coexistir 
en un paciente. *p=0.019 para la fase exudativa, p=0.0063 para la fase proliferativa, y p=0.0002 
para la fibrosis, comparada con la primera semana. +p<0.0001 para la fase exudativa, 
p=0.0288 para la fase proliferativa, y p=0.0021 para la fibrosis, comparado con la segunda y 
tercera semana. (Adaptado de [53] 
 
Sin embargo la secuencia temporal de estos cambios, propuesta en su descripción 
original pero nunca documentada en pacientes con SDRA, ha sido recientemente 
demostrada por Thille y cols [53]. Se demostró que estos cambios son en efecto 
secuenciales  en el tiempo, y que los cambios indicativos de inflamación y reparación 
pueden superponerse en el tiempo. De hecho es frecuente observar en el mismo 
paciente cambios correspondientes a diferentes fases evolutivas de la enfermedad. 
El pronóstico del síndrome de distrés respiratorio agudo  (SDRA) ha mejorado 
espectacularmente en las últimas décadas, variando de una mortalidad 
intrahospitalaria del 90% en los años 70 (Zapol 1979) a aproximadamente un 30%  en 










                    










8. Tratamiento del DPA/SDRA 
Para el manejo farmacológico del SDRA se han realizado ensayos clínicos en los 
cuales se ha probado la eficacia  de la administración de agentes antiinflamatorios, 
anticoagulantes, surfactante exógeno, vasodilatadores, y agonistas β2. Sin embargo, 
los resultados han sido negativos, posiblemente debido a: (a) el proceso 
fisiopatológico es heterogéneo; (b) dificultad para identificar subgrupos de pacientes 
que pueden beneficiarse; (c) administración de dosis o utilización de una vía de 
administración inapropiadas. 
Los intentos terapéuticos que han sido estudiados se resumen a continuación. 
El conocimiento de la patogénesis ha permitido identificar nuevas dianas terapéuticas 
que pueden resultar de interés para el diseño de tratamientos eficaces en el DPA. Por 
ejemplo, HIF (hipoxia-inducible factor) y PHD 1-3 (oxygen –sensitive prolyl 
hydroxylases) intervienen en la regulación de la apoptosis de los neutrófilos, y pueden 
ser dianas para disminuir la inflamación en la fase temprana del SDRA [57]. Por otro 
lado, la elastasa y la IL-8 son liberados por los neutrófilos. Recientemente se han 
desarrollado inhibidores de la elastasa (silvelestad y AZD9668) [58].  Sivelestat  
disminuye la expresión de fosfo-SMD2/3, la cual se encuentra involucrada en el 
desarrollo de la fibrosis pulmonar [59, 60]. Se ha demostrado que el sivelestad mejora 
la función respiratoria, disminuye el reclutamiento de las células inflamatorias en la 
fase aguda y la deposición de colágeno en el parénquima pulmonar en la fase 
fibroproliferativa del SDRA. 
Se han identificado moléculas que mantienen la función de la barrera endotelial 




(S1P) y resolvinas, estatinas, sistema angiopoyetina-1/2-Tie2 y la proteína C activada 
(APC, activated protein C) [61]. 
La S1P es un lípido bioactivo que actúa uniéndose a su receptor asociado a la 
proteína G, desencadenando la activación de vías de señalización de Rho y Rac1 para 
el ensamblaje de fibras de estrés, la unión de la actina a la membrana y la formación 
de adhesiones focales. Intervienen también los complejos de unión entre célula y 
célula mediante caderina, paxilina, cateninas, zona occludens, para prevenir el 
aumento de la permeabilidad vascular. Estudios recientes demostraron que 
estimulando la producción de S1P (FTY720) o inhibiendo su degradación se reduce la 
permeabilidad vascular, se limita la ruptura de la microvasculatura endotelial, la 
formación de edema pulmonar y se atenúa la respuesta inflamatoria del parénquima 
pulmonar limitando el desarrollo del SDRA [62, 63]. 
Las resolvinas (Rv) tienen propiedades antiinflamatorias  mediadas por la supresión 
del factor nuclear kappa B (NF-қB) a través de los mecanismos que dependen en parte 
de los PPARγ. RvD1 reduce significativamente la exocitosis de los macrófagos y de 
los neutrófilos, incrementa la expresión de la citoquinas anti-inflamatorias (IL-10) y 
tienen propiedades antifibróticas y acciones antimicrobianas [64, 66]. 
Las estatinas confieren protección pulmonar preservando la función y la integridad del 
endotelio. El efecto protector está mediado por la sobreexpresión de la integrina β4 en 
las células endoteliales [67]. 
El sistema angiopoyetina ½ juega un papel importante en la sepsis y en el DPA. Ang-1 
y Ang-2 se unen a receptores endoteliales y solubles. Ang-1 induce la activación del 
receptor Tie 2 endotelial, y reduce la inflamación pulmonar y la permeabilidad de las 
células endoteliales. Ang-2 impide la unión de la Ang-1 al receptor Tie 2 endotelial y 
consecuentemente da lugar a Ang-1/2-Tie 2 puede ser, por tanto, una diana para el 
tratamiento del SDRA [68, 69]. 
La proteína activada C (APC) es una proteína endógena que promueve la fibrosis e 
inhibe la trombosis, y modula la coagulación y la inflamación asociadas al DPA [71]. 
La enzima convertidora de angiotensina (ACE), la angiotensina 2 y el receptor tipo 1 
(AT-1) de la angiotensina 2 inducen apoptosis en la pared alveolar, alteran la 
integridad de la barrera alveolocapilar y estimulan la deposición  de colágeno, lo cual 
produce fibrosis pulmonar y disfunción pulmonar [72, 74]. 
Por el contrario, la ACE tipo 2 y el receptor de la angiotensina tipo 2 (ATE-2) protegen 
contra todos estos efectos. Además la inhibición de ACE y AT-1 aumentan la actividad 
de ACE 2 y AT-2 disminuyendo el daño pulmonar en varios modelos animales de 
distrés. 
Otras vías que se han identificado como dianas terapéuticas son la señalización 
mediada por endotoxina. En modelos animales se demostró que un antagonista de 




CD14, e inhibe la unión del complejo MD2:TLR4, previniendo así la dimerización de 
TLR-4 y su activación [76] 
El uso de antagonistas de las integrinas previene la adhesión de leucocitos a las 
células epiteliales, lo que protege a las mismas de la inflamación [77]. Estos fármacos 
han sido estudiados en diferentes patologías como el síndrome coronario agudo, la 
psoriasis, el asma y la EPOC. El uso en el SDRA está todavía pendiente de mayor 
desarrollo [76]. 
Algunos micro RNA (hsa-miR-374a, hsa-miR-374b, hsa.miR-520c-3p, y hsa-miR-1290) 
están involucrados en la disfunción de la barrera endotelial, en el incremento del 
edema pulmonar y en la respuesta inflamatoria del pulmón. Con la modulación de 
estos microRNAs se podría obtener resultados beneficiosos para controlar el 
desarrollo del SDRA [78, 79]. 
En los modelos animales de DPA la administración de endotoxina ocasiona la 
liberación de histamina endógena, con el consiguiente reclutamiento de neutrófilos y 
aumento de la expresión de citoquinas e hiperpermeabilidad capilar. La administración 
de antagonistas del receptor H2 (ranitidina) disminuye la concentración de histamina 
[80, 81]. 
Se ha visto que la administración de ranitidina se asocia con una disminución 
significativa del número de neutrófilos y de la permeabilidad oncótica [81]. 
Finalmente se han utilizado técnicas de nanomedicina para el diseño de nuevas 
estrategias terapéuticas. Por ejemplo se ha demostrado que las micelas fosfolipidicas 
biocompatibles y biodegradables de acción prolongada inhiben diferentes dianas de 
DPA [82, 83]. 
 
9. Modelos animales 
Se ha diseñado modelos animales para el estudio de la patogénesis y de 
intervenciones potencialmente terapéuticas del DPA. Idealmente los modelos animales 
de DPA deben reproducir los mecanismos y consecuencias clínicas del síndrome de 
los seres humanos, incluyendo los cambios fisiológicos y patológicos que se producen. 
Sin embargo, ninguno de los modelos de DPA reproduce adecuadamente las 
características complejas del síndrome del  DPA/SDRA humano, que se caracteriza 
por una alveolitis neutrofílica aguda con la formación de membranas hialinas y 
microtrombos intravasculares. En 2010 la American Thoracic Society (ATS), 
recomendó que los modelos animales ALI/DPA deben tener al menos 3 de las 4 
siguientes características: evidencia histológica de daño tisular, alteración de la 
membrana alveolocapilar, presencia de respuesta inflamatoria y evidencia de 
disfunción fisiológica. Por lo tanto la elección de una modelo en particular se debe 




Todos los modelos de DPA tienen sus limitaciones. La mayoría de los modelos se 
basan en uno o dos métodos para provocar daño. Sin embargo, el síndrome de 
DPA/SDRA humano es raramente causado por un solo evento. A menudo, el SDRA 
en humanos está asociado con interacciones complejas entre los factores de riego 
primarios, como la sepsis, comorbilidades, como la diabetes, el alcoholismo y la 
enfermedad pulmonar subyacente; y otros factores inherentes al huésped, como son 
los determinantes genéticos. Otro inconveniente de los modelos animales es que la 
variabilidad de la inmunidad innata entre especies y otras respuestas podrían afectar a 
la importancia de los datos obtenidos de los modelos animales para los seres 
humanos. Por último, la mayoría de los modelos se dirigen a un tejido primario, el 
epitelio alveolar, el endotelio alveolar, o ambos, pero el tejido diana principal en 
DPA/SDRA aún sigue siendo desconocido. Estas deficiencias solas o en combinación, 
son probablemente responsables del hecho de que los modelos animales a menudo 
han producido resultados diferentes o incluso contradictorios, y que los enfoques 
terapéuticos eficaces en animales no siempre tienen éxito en seres humanos. Sin 
embargo a pesar de estas limitaciones, los estudios que utilizan modelos animales de 
LPA/SDRA siguen siendo esenciales porque hasta la actualidad no existe otro medio 
para generar información sobre la fisiopatología de la lesión pulmonar y para poner a 
prueba las intervenciones terapéuticas en los sistemas biológicos complejos. 
Para superar estas deficiencias, los investigadores deben prestar atención a la 
elección del modelo adecuado para poner a prueba su hipótesis y deben ser 
conscientes de las diferencias entre el modelo utilizado y el DPA/SDRA en humanos. 
Los modelos que se aproximan a las características del SDRA en humanos, al menos 
los observados durante la fase aguda, incluyen la inoculación del ácido oleico, la 
aspiración ácida y la hiperoxia. La naturaleza traslacional de estos modelos se 
encuentra fuertemente limitada por el tipo de insulto utilizado. Los animales no aspiran 
ácido oleico, la aspiración de contenidos gástricos no es responsable sino de una 
pequeña proporción de pacientes con SDRA, y la hiperoxia no se ha demostrado que 
sea causa de SDRA en humanos. 
Otro modelo consiste en la realización de repetidos lavados broncoalveolares con 
suero salino para eliminar el surfactante y crear una situación de disminución de 
distensiblidad pulmonar y deterioro del intercambio gaseoso. Sin embargo este modelo 
no reproduce la lesión del epitelio alveolar o la alveolitis neutrofílica características del 
SDRA. Estos cambios se desarrollan en este modelo si se añade un segundo insulto 
como la administración de endotoxina bacteriana o la ventilación mecánica. La sepsis 
es una de las causas más comunes del SDRA en los seres humanos, pero los 
modelos de sepsis  tratando a los animales por vía sistémica con bacterias o 
productos bacterianos se asocian generalmente con neutrofilia alveolar leve y con 
cambios mínimos en la permeabilidad capilar alveolar. 
Hay muchas diferencias anatómicas y fisiológicas entre animales y humanos que 
pueden influir en la respuesta del pulmón a un daño agudo y afectar a la evaluación 




1.- La frecuencia respiratoria (FR). La FR en una adulto humano oscila entre 12 y 16 
rpm mientras que en un ratón se eleva a 250-300 rpm. Por tanto, el uso de este 
parámetro como indicador de daño pulmonar no es adecuado. 
2.- La anatomía pulmonar. Los ratones y las ratas tienen diferentes anatomías lobares, 
y pocas vías aéreas que conducen de los bronquiolos proximales a los terminales. 
Asimismo los alveolos y el grosor de la barrera alveolocapilar son más pequeños que 
los de los humanos. 
3.- La inflamación. Los roedores tienen pocos neutrófilos circulantes (10-25%) 
comparado con los humanos (50-70%) y no expresan defensinas. Las quimioquinas 
producidas por los neutrófilos son diferentes en humanos y en roedores. La CXCL1 y 
la MIP-2 aparecen en roedores y la IL-8 en humanos. 
4.- Lesiones histológicas en el DPA. En pulmones murinos rara vez se encuentran 
membranas hialinas en situaciones de aumento de permeabilidad. 
5.- Desarrollo del DPA. En humanos, el DPA se desarrolla en pacientes afectados por 
otra enfermedad que es el factor de riesgo del SDRA (más frecuentemente la sepsis) 
mientras que en los modelos animales frecuentemente se usan ratones jóvenes sin 
comorbilidades. 
Por todas estas razones las respuestas de los pulmones de los animales y de los 




Tabla 2. Porcentaje de los diferentes modelos animales usado en el estudio de 
daño pulmonar agudo 
MODELOS ANIMALES DE DAÑO PULMONAR AGUDO % 
Ventilación mecánica 30 
LPS 19 
Bacterias vivas 16 
Hiperoxia 12 
Bleomicina 10 
Ácido oleico 5 
Punción y ligadura cecal 4 
Aspiración ácida 3 
 





10. Daño pulmonar asociado a la ventilación 
mecánica (VILI) 
Recientemente se ha puesto de manifiesto que la ventilación mecánica con una 
presión de la vía aérea (PVA) elevada induce una condición caracterizada por 
inflamación aguda, edema pulmonar por hiperpermeabilidad alveolocapilar, hipoxemia 
y cambios histológicos consistentes con DAD. Es decir la ventilación mecánica con PAV 
elevadas induce una condición indistinguible del DPA/SDRA. Esta condición ha 
recibido el nombre de daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica, al que nos 
referimos en adelante, por la gran difusión del acrónimo, como VILI (ventilator induced 
lung injury) [1, 2, 86-89] 
La importancia de VILI como posible mecanismo de daño pulmonar en pacientes en 
ventilación mecánica ha sido demostrada por un ensayo clínico en el que se comprobó 
que la ventilación mecánica utilizando un VT Bajo (6 versus 12 ml/kg) reducía en un 
22% la mortalidad de pacientes con DPA sometidos a ventilación mecánica [90, 91]. 
 
Determinantes del VILI: papel del volumen teleinspiratorio pulmonar 
El término “barotrauma” fue inicialmente usado para describir el daño pulmonar 
atribuible a la ventilación con presiones pico en la vía aéreas altas. La lesión más 
frecuente que causa es el neumotórax [92]. Sin embargo, Dreyfuss y Saumon 
demostraron que dichas lesiones no eran causadas con la presión de la vía aérea per 
se sino por las amplias variaciones de volumen a que eran sometidas los pulmones 
durante la ventilación, y propusieron que el término de barotrauma fuera reemplazado 
por “volutrauma”.  
Para diferenciar entre los efectos de la distensión pulmonar y la presión de la vía 
aérea, se compararon ratas ventiladas con idénticas presiones pico (45 cm H2O) pero 
usando VT Bajo o VT Alto (generado por la limitación de los movimientos 
toracoabdominales mediante una banda compresiva) [3].  
Las ratas ventiladas con VT altos desarrollaban edema pulmonar mientras que no 
ocurría en las que se ventilaba con VT Bajos. Las altas presiones no eran un factor de 
riesgo para el desarrollo del edema pulmonar, lo que fue confirmado al ventilar ratas 
con volúmenes altos pero presiones negativas en la vía aérea mediante un pulmón de 
acero [3]. Estos hallazgos se han reproducido en conejos [93] y corderos[94]. 
También se cuestionó si el edema pulmonar durante la ventilación mecánica ocurría al 
sobrepasar un determinado volumen. Fueron Carlton y cols [94] quienes respondieron 
con un modelo de VILI en cordero. Al aumentar progresivamente el VT también 
aumentaban las presiones tele inspiratorias a 16, 33, 43 y 61 cm H2O.  
Estos autores también demuestran que el flujo linfático y la concentración de proteínas 




presión de 61 cm H2O, lo que sugería que las alteraciones microvascularesen 
respuesta a la sobredistensión ocurren al sobrepasar un límite de volúmen y presión 
más que de forma gradual [94]. 
Estos hallazgos fueron confirmados por escintigrafia que permite evaluar los cambios 
simultáneos en la permeabilidad alveolar y microvascular durante la distensión en 
ratas con pulmones previamente sanos [95]. Así se observaban cambios en la 
permeabilidad epitelial y endotelial con el mismo límite de presión teleinspiratoria (de 
20 a 25 cm H2O correspondiendo a VT de 13.7±4.69 y 22.2±1.12ml/kg). 
El hecho de aumentar el volumen teleinspiratorio mediante un incremento de la 
capacidad residual funcional (por ejemplo aplicando la PEEP) puede causar daño 
independientemente del VT aplicado. Por lo cual, la aplicación de la PEEP cuando el 
VT permanece constante aumenta el volumen teleinspiratorio y esto puede ser 
perjudicial.  
Por ello las ratas ventiladas con un VT en el rango fisiológico desarrollan edema 
pulmonar cuando se aplica una PEEP de 15 cm H2O y no de 10 cm H2O [96]. 
Asimismo, en modelos animales se observó que no se produce daño cuando se dobla 
el VT ventilando con PEEP=0, pero desarrollan edema pulmonar cuando se usa PEEP 
de 10 cm H2O. 
La aplicación de la PEEP atenúa el daño pulmonar cuando el volumen teleinspiratorio 
permanece constante. Esto puede estar relacionado con una reducción del VT y la 
estabilización de los alveolos distales. Weeb y Tierney demostraron que al aplicar una 
presión teleinspiratoria de 45 cm H2O y una PEEP de 10 cm H2O, el edema era menos 
grave, y atribuyeron este efecto al mantenimiento de la actividad del surfactante [1] 
Más tarde se confirmó que al ventilar ratas con la misma presión teleinspiratoria (45cm 
H2O) y PEEP=0 desarrollaban mayor edema pulmonar (objetivado por las medidas del 
agua extravascular pulmonar) que aquellas que eran ventiladas con PEEP. Sin 
embargo, la presencia de PEEP también desarrollaba edema que no ocupa el alveolo 
sino que está confinado al intersticio [3].  
La aplicación de la PEEP cuando se desarrolla VILI se asocia a la preservación del 
epitelio alveolar y las únicas anomalías microestructurales observadas fueron edema 
intersticial y un proceso apoptótico manifestado por la vacuolización del citoplasma a 
nivel del endotelio [3].  
Este fenómeno beneficioso de la PEEP puede estar relacionado con la reducción de la 
distensión pulmonar, que evita el efecto abrasivo sobre el espacio intercelular del 
epitelio [88, 89].Existe la hipótesis de que el fenómeno de apertura y cierre cíclico de 







La hipótesis del biotrauma 
Se ha propuesto que el daño pulmonar observado en el contexto de VILI se debe al 
desarrollo de la respuesta inflamatoria por un mecanismo de mecano transducción, 
que transduce la señal mecánica (PVA elevada) en una señal inflamatoria. Numerosos 
estudios han demostrado que la ventilación mecánica usando presiones pico en la vía 
aérea elevadas se asocia con infiltrado pulmonar de neutrófilos [99, 100]. Además la 
depleción de neutrófilos se asocia con un mejor intercambio gaseoso y menor lesión 
pulmonar, como se observó en un modelo de DPA inducido por déficit de surfactante 
pulmonar en conejos [101]. Con esto se insinúa que la reacción inflamatoria per se 
puede ser perjudicial. Por otra parte hay evidencias de que la ventilación mecánica 
podría ocasionar efectos a nivel sistémico. Kolobow y cols demostraron que ovejas 
ventiladas con presión pico de 50 cm H2O (lo que corresponde a VT de 50 a 70 ml/kg), 
morían de fallo multiorgánico en las siguientes 48 horas [102]. Tremblay y cols [6], en 
el modelo de exvivo de pulmones de ratas ventilados con VT=40 ml/kg y PEEP=0 sin 
perfundir, encontró en el LBA un incremento de TNF-α, IL-1β y MIP-2), en comparación 
con los controles. Esto sugiere que la ventilación mecánica podría influir en el 
equilibrio inflamatorio/ antiinflamatorio a nivel pulmonar.  
Sin embargo, otro grupo usando el mismo modelo encontró sólo un ligero aumento de 
IL-1β y MIP-2, sin cambios en el TNF-α, en el LBA de pulmones de rata ventilados con 
VT=42 ml/kg en comparación con las ventiladas con VT=7 ml/kg [103, 104]. 
Concluyendo que el daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica no sólo es 
causado por la producción primaria de citoquinas proinflamatorias a nivel pulmonar 
[104]. Las dos principales hipótesis han intentado resolver sus discrepancias. Es 
posible que el daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica sea insuficiente per 
se para estimular una secreción intensa de citoquinas proinflamatorias, pero suficiente 
cuando está asociado a otra agresión [105, 106].  
De hecho la asociación de shock hemorrágico (y la resucitación subsiguiente) y la 
ventilación con presiones pico elevadas constituyen al aumento de secreción de 
citoquinas proinflamatorias tanto a nivel pulmonar como sistémico.  
La hipótesis del biotrauma encuentra un apoyo al descubrirse que los pacientes con 
SDRA ventilados con una estrategia protectora (VT= 7ml/kg y PEEP=15 cm H2O) 
muestran menor concentración de citoquinas pro-inflamatorias tanto en el plasma 
como en LBA en comparación a los ventilados con estrategia control (VT=7ml/kg y 
PEEP= 15 cm H2O) muestran menor concentración de citoquinas pro-inflamatorias 
tanto en el plasma como en el LBA en comparación a los ventilados con la estrategia 
control (VT=11ml/kg, PEEP=6 cm H2O) en sólo 36 horas tras la aleatorización [107].  
En pacientes con SDRA ventilados con 6 ml/kg se encontró en el plasma pequeñas 
diferencias aunque significativas en los niveles de IL-6 e IL-8 en comparación a los 
ventilados con 12ml/kg [108]. Por el contrario, los cambios transitorios en la estrategia 
ventilatoria de VT Bajo + PEEP alta (VT=5 ml/kg, PEEP=15 cmH2O) a VT Alto + PEEP 
baja (VT=12 ml/kg, PEEP=5 cm H2O) en pacientes con DPA desencadenaban un 




Por último, hay pruebas que sugieren que una estrategia ventilatoria nociva puede 
contribuir a la diseminación sistémica de una carga bacteriana y a la extensión del 
edema pulmonar [10]. De hecho, la ventilación con VT elevado y PEEP=0 favorece la 
siembra bacteriana contralateral en un modelo unilateral de neumonía por 
Pseudomonas aeroginosa  en ratas [111].  
Mediante instilación de albúmina marcada con 99TC a través de la vía aérea distal se 
observó que tras iniciar la ventilación mecánica con VT elevado casi inmediatamente el 
edema se diseminó, respuesta que se atribuye a los movimientos convectivos 
producidos por esta estrategia ventilatoria. La aplicación de la PEEP evitaba la 
diseminación aun cuando el VT y la PIP eran elevadas. 
 
Cambios microscópicos 
El daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica, tema central del presente 
trabajo de investigación, se asocia con cambios histológicos semejantes a los 
descritos para el SDRA en general, como se discutirá en detalle en la sección sobre 
cambios histológicos de la presente Introducción. 
Los pulmones lesionados por la ventilación mecánica presentan atelectasias, y 
congestión grave debido al edema, a los cambios epiteliales y endoteliales y a la 
hiperpermeabilidad alveolocapilar. Se han descrito cambios histológicos 
característicos de DAD. El DAD es el conjunto de cambios histológicos que se 
encuentran en pacientes con SDRA, y consiste en edema, inflamación, engrosamiento 
de la pared alveolocapilar, hemorragias y formación de membranas hialinas.  
Tsuno y cols [99] demostraron en cerdos ventilados con alta presión durante 22 horas 
cambios consistentes con DAD, incluyendo formación de membranas hialinas, 
hemorragias alveolares e infiltración de neutrófilos. 
También en estudios usando modelos animales pequeños sometidos a ventilación 
mecánica con altas presiones [2, 3, 112, 113] se ha observado destrucción de las 
células alveolares tipo I (ATI) y exposición de la membrana basal, ocupación del 
espacio alveolar por membranas hialinas, alteraciones de las células endoteliales 
(despegamiento de la membrana basal y formación de vacuolas intracapilares), así 
como roturas de células endoteliales, permitiendo el contacto directo entre los 
neutrófilos y la membrana basal. 
Existe una relación entre la duración y la gravedad del daño histológico. En animales 
pequeños el edema se desarrolla rápidamente, mientras que en animales grandes se 
necesitan varias horas para que desarrolle una respuesta inflamatoria y aparezca 






VILI y respuesta inflamatoria pulmonar 
Los mediadores específicos implicados en la respuesta inflamatoria característica del 
VILI no son bien conocidos. El daño y reparación es un delicado equilibrio entre las 
citoquinas pro y anti-inflamatorias [114-116] 
La naturaleza del daño pulmonar es el factor más importante que marca si el sitema 
inmune se dirige hacia una respuesta de tipo I o tipo II [117-118]. Dirigir la respuesta 
del huésped de un tipo de respuesta inmune a otro puede ser beneficioso durante el 
DPA/SDRA. Se ha demostrado que ambos tipos de respuesta inmune, el tipo I (e.g; 
TNF-α, IL-1β) y el tipo II (e.g; IL-6, IL-10) están aumentados en el VILI [4, 119]. 
 
TNF-α 
Los modelos animales han demostrado que el TNF-α juega un papel esencial en la 
respuesta fibroproliferativa durante el DPA. 
Tremblay y cols. llevaron a cabo estudios usando un modelo de pulmón no perfundido 
ventilado ex vivo [4], pre-tratados con LPS i.v. Los pulmones  (pre-tratados o no con 
LPS) eran aleatorizados y sometidos  a 4 estrategias ventilatorias durante 2 horas: (1) 
no lesivo (VT=7ml/kg +PEEP=2 cmH2O); (2) daño moderado (VT=15ml/kg + PEEP=10 
cm H2O); (3) daño intermedio (VT=15ml/kg + PEEP=0 cmH2O); (4) estrategia lesiva 
(VT=40 ml/kg + PEEP=0 cmH2O). Sólo los grupos de ventilación 3 y 4 (pre-tratados y 
no pre-tratados con LPS) desarrollaron una reducción significativa de la compliance 
pulmonar y una elevación de citoquinas pro-inflamatorias dependiente de la estrategia 
ventilatoria utilizada. El grado de daño (teniendo en cuenta la compliance) era similar 
entre el grupo de LPS y el grupo control [4]. Estos resultados concordaban con otros 
modelos animales de VILI y confirmaban el estudio de Ranieri y cols [119]. 
El papel fundamental de TNF-α en la patogénesis de VILI fue apoyado posteriormente 
por estudios de Imai y cols [120], en los que se demostró que conejos sometidos a 
VT=12-15 ml/kg + PEEP=5 cm H2O aumento de TNF-α en LBA y mejoría del VILI 
mediante la administración intratraqueal de anticuerpos anti TNF-α, 
Los estudios que demuestran translocación de citoquinas desde el pulmón a la 
circulación durante el daño pulmonar [8-10, 121-123] proporcionan fundamento para la 
hipótesis de que VILI se puede asociar con disfunción de órganos no pulmonares. 
Ranieri y cols, objetivaron la influencia de diferentes estrategias de ventilación 
mecánica en la secreción de citoquinas en pacientes con SDRA [119, 124]. Se 
reclutaron pacientes con SDRA y se aleatorizaron en 2 grupos: (a) VT para obtener 
valores normales de PaCO2 sin exceder la presión meseta de 35 cm H2O, y la PEEP 
ajustadas para conseguir una mejora en la saturación de oxígeno pero sin causar un 
trastorno hemodinámico; (b) VT y PEEP ajustados según los valores mayores o 
menores de inflexión de las curvas de volúmen/presión, respectivamente. Las 
características fisiológicas de los pacientes y los niveles de TNF-α eran similares en 




mayores y una PEEP y pCO2 menores que el grupo de (b). Tras 36 horas de 
ventilación mecánica, el grupo (a) presentaba concentraciones mayores de TNF-α y de 
los receptores solubles de TNF-α (tipo I y II) tanto en el plasma como en LBA que el 
grupo (b). Este estudio pone de relevancia la liberación de citoquinas en el VILI. Estos 
resultados deben ser usados con cautela por el hecho de que el grupo (b) presentaba 
unos niveles de PCO2 mayores, lo cual inhibe la liberación de citoquinas y atenúa el 
daño pulmonar [125-127]. 
Finalmente, estudios en humanos han demostrado niveles bajos TNF-α tanto en el 
plasma, como en el LBA de pacientes con riesgo de padecer SDRA muestran un 
excelente valor predictivo negativo para el desarrollo de SDRA [119]. En conjunto 
estos estudios demuestran que niveles elevados de TNF-α se asocian con ALI/SDRA y 
que puede ser un biomarcador que predice los pacientes críticos que desarrollarán 
ALI/SDRA. 
IL-1β 
IL-1β es una citoquina que aparece precozmente en la respuesta inflamatoria, al igual 
que el TNF-α. Se han encontrado niveles elevados de IL-1β y de su inhibidor IL-1Ra 
en el LBA de pacientes con SDRA de pacientes con SDRA. Concretamente, la 
proporción de IL-1β/IL1Ra es de 10:1 molar en el BAL de los pacientes con SDRA 
frente a la proporción de 1:1 en voluntarios sanos [128].  
El estudio de Ranieri y cols antes mencionado demostró también un aumento de IL-1β 
y IL1Ra en LBA en pacientes sometidos a VT elevado. 
Los estudios llevados a cabo por Tremblay y cols. en su modelo ex vivo [4] 
demostraron un aumento transitorio de los niveles de IL-1β en LBA paralelamente al 
grado de VILI. Ricard y cols, [104] encontraron los mismos resultados en sus modelos 
ex vivo e in vivo de rata. Copland y cols [129] ampliaron estos estudios y demostraron 
que la IL-1β estaba localizada en el epitelio broncoalveolar durante el VILI. 
IL-6 
IL-6 es una citoquina con propiedades pro y antiinflamatorias y se asocia a la 
respuesta inmune tipo II. IL-6 es producida por muchas células, incluidos fagocitos 
mononucleares, células endoteliales, fibroblastos y células del músculo liso. En el 
SDRA, los niveles circulantes de IL-6 son predictivos de su gravedad [130-132]. 
Ranieri y cols [119] demostraron que los pacientes con SDRA ventilados con VT 
elevado desarrollaban un aumento de los niveles de IL-6 tanto en el plasma como en 
LBA a las 40 horas. 
 
Modulación de VILI 
Se han publicado resultados experimentales prometedores que sugieren que se puede 




colapsadas mediante la administración de surfactante exógeno [133] y de ventilación 
líquida con perfluorocarbonos [133] 
La administración de surfactante sintético ha fracasado al no mejorar la oxigenación 
[134] y la mecánica pulmonar en pacientes con SDRA [135, 136]. El uso de líquidos 
con perfluorocarbonos tanto con VT bajos (10ml/kg) o altos (20ml/kg) no ofreció 
mejoría en pacientes con SDRA [137, 138]. 
La posición prona es otra estrategia que potencialmente puede disminuir el VILI en 
pacientes. Tras dos estudios negativos en pacientes con SDRA [139, 140] más 
recientemente se ha demostrado que la pronación se asocia a una mayor 
supervivencia si se utiliza de forma precoz en pacientes con PaO2/FiO2<150 [141-142]. 
Estos resultados concuerdan con estudios experimentales [143]. Este efecto protector 
probablemente esta en relación con una distribución más homogénea de la ventilación 
en pacientes pronados [144] 
Otras estrategias ensayadas para modular el VILI son de tipo farmacológico, 
incluyendo la modulación de la permeabilidad microvascular usando bloqueantes de  
canales de cationes activados en respuesta al estiramiento [145] o agonistas β 
adrenergicos [146], la administración de inhibidores de fosfotirosina quinasa [147], o la 
reducción de la fosforilación de la cadena ligera de miosina con la adrenomodulina 
[148]. 
Ensayos que intervienen en la modulación del desequilibrio entre mediadiores 
inflamatorios/antiinflamatorios en el pulmón. De hecho la administración de los 
anticuerpos anti- TNFα y la inhibición de la actividad de MIP-2 reduce la infiltración de 
neutrófilos y del daño pulmonar [120, 149, 150] 
Moduladores de las vías hormonales y metabólicas usando inhibidores del sistema 
renina angiotensina [151, 152]y el pretratamiento con estatinas (artorvastatina o 
simvastatina) [153, 154] que disminuyen la permeabilidad alveolocapilar y la 
inflamación a nivel pulmonar en los modelos experimentales de VILI. Sin embargo 
ninguna de las intervenciones ha resultado ser beneficiosa para la prevención y 
tratamiento de VILI en pacientes. 
 
11. Bacterias intestinales y respuesta inmune 
Intestino y sistema inmune 
El tracto gastrointestinal constituye una fase de contacto y comunicación entre el 
individuo y el medio externo [155]. El aparato inmunológico intestinal defiende al 
organismo de bacterias, virus parásitos y diversos antígenos. El tracto gastrointestinal 
del humano tiene tejido linfoide en abundancia. Más del 80% de las células que 




La gran superficie de la mucosa (300-400 metros cuadrados, considerando la 
superficie total con criptas y vellosidades desplegadas) está adaptada a las principales 
funciones del intestino, que no sólo incluyen los procesos bien conocidos que dan 
lugar a la digestión de los alimentos y a la absorción de los nutrientes, sino también 
una serie de actividades cuyo objetivo es establecer  un equilibrio adecuado con el 
medio externo. Para ello, el sistema tiene que distinguir claramente entre patógenos o 
patógenos potenciales, y microbios comensales en simbiosis con el huésped. En el 
primer caso, el organismo debe dotarse de elementos de defensa adecuados, 
mientras que en el segundo caso, el huésped debe obtener beneficio de la simbiosis. 
Las interacciones entre los microorganismos, el epitelio y los tejidos linfoides 
intestinales son múltiples, diversas en sus características y continuas, de modo que 
remodelan constantemente los mecanismos locales y sistémicos de la inmunidad 
adaptándolos al ambiente microbiano [156]. 
La célula epitelial juega un papel importante en la logística del sistema inmune. Su 
posición en primera línea y en contacto con la luz intestinal es crucial para el 
reconocimiento inicial de moléculas foráneas y o para la generación de señales que se 
transmiten a las células inmunocompetentes del tejido subyacente. La activación de 
los mecanismos de defensa depende en primer lugar del reconocimiento rápido a 
través de receptores innatos o preformados que detectan componentes estructurales 
conservados y comunes a bacterias o virus, pero ausentes en la célula eucariota. Esto 
se realiza en el medio extracelular mediante los toll-like-receptor (TLR) de la 
membrana y en el medio intracelular mediante las proteínas tipo NOD del citosol [157]. 
La activación de estos sensores por invasión bacteriana genera inmediatamente 
señales que convergen en la migración de factores de transcripción (NF-kappa B y 
otros) al núcleo celular donde activan la expresión de genes responsables de la 
síntesis de proteínas pro-inflamatorias [158], básicamente citoquinas  y enzimas 
inducibles con capacidad para generar eicosanoides y óxido nítrico. De este modo, las 
células epiteliales comienzan a liberar mediadores inflamatorios con capacidad de 
atraer y activar leucocitos, aumentar el flujo sanguíneo, incrementar la permeabilidad 
capilar, etc. Los enterocitos pueden expresar moléculas MHC de clase II y de clase I 
tipo no-clásico, de modo que en determinadas circunstancias también pueden actuar 
como células presentadoras de antígenos: su función no se limita a la defensa innata 
sino a que estas células también participan en el escalón inicial de las respuestas del 
sistema inmune adquirido (expansión de clones linfocitarios específicos y generación 
de anticuerpos) [158]  
La mucosa del tracto intestinal tiene una alta proporción de tejido linfoide que se 
localiza en tres compartimentos diferenciales: estructuras organizadas (placas de 
Peyer y folículos linfoides), lámina propia y epitelio superficial [159]. Las estructuras 
organizadas son lugares de inducción, mientras que la lámina propia y el 
compartimento epitelial contienen células maduras y efectoras. Las estructuras 
organizadas están cubiertas por epitelio organizado (contiene células M, llamadas así 
por su morfología característica), que transporta microorganismos o estructuras 
antigénicas desde la luz hasta el tejido linfoide subyacente. Por tanto, la inducción de 




estructuras foliculares. Los antígenos procesados se presentan a linfocitos T en 
estado “naive”, y se activa la expansión de los clones más afines a l antígeno. La 
expansión clonal de células T pueden dar lugar a linfocitos “helper” (células Th) de 
distinto fenotipo: Th1, Th2 o T reguladoras (Th3, Tr1 o células CD4-CD25). Las células 
T reguladoras desempeñan un papel en la inmunotolerancia porque segregan 
citoquinas reguladoras, de carácter antiinflamatorio  (IL-10, TGF-β), en respuesta a 
antígenos que se conocen como “comensales” y no patógenos [160, 161]. Los 
linfocitos T helper participan también en la selección y activación clonal de células B 
antígeno específicos para su diferenciación en plasmocitos que segregan anticuerpos 
específicos (predominantemente de tipo Ig A). Las células B y T primero migran a los 
ganglios mesentéricos por vías linfáticas hasta que alcanzan la circulación sanguínea 
y se distribuyen por el organismo para terminar alojándose en áreas efectoras, como 
la lámina propia y el epitelio intestinal. 
La inmunidad normal de la mucosa  se basa en la secreción de la Ig A producida por 
los linfocitos B (plasmocitos) alojados en la lámina propia. Esta inmunoglobulina 
neutraliza los antígenos en la luz , un procedimiento que se conoce como 
inmunoexclusión o inmunoeliminación [159]. Al repeler el material extraño en la 
superficie epitelial se evita la reacción inflamatoria en el tejido. En condiciones 
normales, la mucosa intestinal contiene muy pocos plasmocitos productores de IgG, y 
hay muy pocas células T activadas. Este concepto de inmunotolerancia permite la 
exposición continua a una carga antigénica abrumadora (bacterias de la microbiota, 
comida), sin que por ello se desencadenen reacciones inflamatorias que lesionarían el 
tejido intestinal propio. 
La interacción con el mundo miucrobiano en la luz intestinal va poco a poco iniciando 
todos los mecanismos inmunitarios adquiridos, entre ellos el estado de 
inmunotolerancia activa mediado por células T reguladoras [160, 161]. Algunas 
anomalías en el desarrollo del sistema inmune podrían deberse a defectos en la 
interacción de la microbiota con los compartimentos inmunocompetentes de la 
mucosa. De acuerdo con la “hipótesis de la higiene”, en las sociedades 
accidentalizadas la incidencia cada vez mayor de atopias (eczemas, asma, rinitis, 
alergias) y enfermedades autoinmunes podría explicarse por una disminución de la 
carga microbiana en los primeros meses de vida. Hay evidencias que sugieren que la 
exposición a microorganismos no patógenos, incluyendo helmintos, transmitidos por 
los alimentos y por vía orofecal ejerce un impacto homeaostático [161]. 
 
Citoquinas y mediadores de la inflamación en el intestino 
Las citoquinas desempeñan un papel importante en la inmunidad intestinal (cuadro 2). 
Las quimioquinas son citoquinas de bajo peso molecular que estimulan el movimiento 
de los leucocitos y regulan su migración desde la sangre a los tejidos. Lo conforman 
las familias CXC y CC. 
En la inflamación la CXC tienen actividad quimioatrayente y quimiotactica  sobre los 




son producidas por los leucocitos, y por varios tipos de células tisulares, tales como 
las células endoteliales, células epiteliales y fibroblastos. 
Las células de la superficie de la mucosa intestinal son consideradas sensores de la 
infección bacteriana y proporcionan señales tempranas para la iniciación de la 
respuesta inflamatoria de la mucosa [162], y tienen la capacidad de síntesis de 
numerosas citoquinas (vide infra). 
La flora intestinal interacciona con el enterocito en la respuesta inflamatoria. Por 
ejemplo el butirato, un ácido graso de cadena corta producto de la fermentación de 
carbohidratos no absorbidos , regula la expresión de MIP-2 en las células epiteliales. 
In vivo se demostró que el LPS y las citoquinas proinflamatorias también promueven la 
expresión de MIP-2, no observado en epitelio sano. 
IL-8, una CXC, aumenta rápidamente en las células epiteliales de la superficie de la 
mucosa intestinal ante una infección bacteriana, induce la migración de leucocitos y 
actúa en conjunto con las integrinas favoreciendo la adhesión celular. Es estimulada 
principalmente por TNF-α y la IL-1para reclutar los leucocitos en los focos de la 
inflamación. 
MCP-1, MIP-2, RANTES y eotaxina, representantes de la familia CC, también 
participan en los procesos inflamatorios de la mucosa intestinal. El TNF-α es producido 
por los fagocitos mononucleares y las células T , y es el mediador principal de la 
respuesta inflamatoria aguda frente a la endotoxina bacteriana.  
También es responsable de muchas de las complicaciones sistémicas de las 
infecciones graves. El TNF-α puede estimular la síntesis de proteínas en la fase aguda 
a nivel hepático. Muchas actividades biológicas de esta citoquina pueden ser 
incrementadas por IFN-γ. Por lo tanto el TNF-α juega un papel importante en la 
inflamación de la mucosa. 
IL-1 es producida en la mucosa intestinal por los fagocitos mononucleares, las células 
dentríticas , los fibroblastos y las células endoteliales activadas. Actúa sobre diferentes 
tipos de células que participan en la respuesta inflamatoria [163]. Por ejemplo la IL-1 
es un co-estimulador de las células T CD-4 y estimula a los fagocitos mononucleares y 
al endotelio vascular para producir IL-6 e IL-8 [164]. También estimula la síntesis de 
prostaglandinas y degrada enzimas como la colagenasa. Puede incrementar la 
adhesión de macrófagos y neutrófilos a las células endoteliales. Sistemáticamente  IL-
1 provoca fiebre y estimula la síntesis de las proteínas de la fase aguda por los 
hepatocitos. 
Il-6 es producida por los fagocitos mononucleares, los fibroblastos, las células T, las 
células endoteliales vasculares y las células del epitelio intestinal [162, 165]. En la 
inmunidad adaptativa la IL-6 estimula el crecimiento de los linfocitos B que se han 
diferenciado en células productoras de anticuerpos. En la inmunidad innata, la IL-6, 
estimula la síntesis de proteínas de fase aguda de los hepatocitos. La IL-1 y TNF-α 




Las citoquinas IL-17 y IL-22 inducen un fortalecimiento de la barrera epitelial en 
situaciones de inflamación aguda [166] El activador prototípico de la IL-6 es STAT. IL-
22 ejerce su efecto proliferativo por señalización a través de STAT3. Grivennikov y 
cols [167], han encontrado que la activación persistente de STAT 3 por IL-6 no 
promueve únicamente la proliferación celular sino también protege a las células 
premalignas de apoptosis en la colitis asociada al cáncer.  
 
Estos autores también observan que la inducción de IL-6 es dependiente de NF-қB  y 
podría ser inhibida por anticuerpos anti-TNF-α. Por lo tanto, es probable que la 
inflamación de larga duración con niveles crónicos de elevación de citoquinas, 
transformadas a células cancerosas en formación, pueden permanecer en un “nicho 







Las citoquinas inflamatorias regulan la homeostasis de las células epiteliales intestinales 
durante la inflamación. Las brechas de la barrera endotelial causa translocación bacterianaal 
compartimento tisular subepitelial, y posteriaomente una respuesta inmune pronunciada. Las 
citoquinas inflamatorias secretadas por todas las células implicadas en la presentación del 
antígeno actúan modulando la respuesta inmune en el epitelio promoviendo o inhibiendo la 
proliferación (marrón)  y apoptosis (verde). Las vías dee señalización que se activan por las 
principales citoquinas inflamatorias se describen en la derecha. Abreviaturas: IFN, interferón. 
IKK, inhibidor de қB kinasa. IL, interleuquina. Jak, Janus kinasa. MAPKK, mitógeno activado 
por la proteína kinasa kinasa. PI3K, fosfatidilinositol 3-kinasa; TNF, factor de necrosis tumoral. 






                           
 
Esquema de las principales vías de señalización involucradas en la iniciación y resolución de la 
inflamación. 
a.- Las señales extracelulares (citoquinas, quimioquinas y productos bacterianos) son 
reconocidos por los receptores de la membrana epitelial celular que activan distintos 
mediadores de señalización. Este proceso conduce a la activación y reclutamiento de factores 
de transcrición  que regulan la transcripción génica en respuesta a estímulos extrínsecos. 
b.- Se ha demostrado de que las vías de señalización no son lineares y estáticas, sino más 
bien estar interconectadas en varios puntos entre la membrana celular y el núcleo. Las 
interferencias que se han reportado en las células epiteliales se indican mediante líneas 
continuas, y los informes adicionales de otros tipos de células se indican mediante células 
discontinuas.Abreviaturas: GSK, glicógeno sintasa kinasa. IKK, inhibidor de қB (IқB) kinasa; 
Jak, Janus kinasa. JNK, c-Jun N-terminal kinasa. NF-қB,  factor nuclear қB. Stat , transductor 













Tabla 3. Citoquinas que regulan la homeostasis y su función en las células epiteliales 
intestinales en mamíferos 
Citoquinas Fuente 
primaria 




IL-1β Neutrófilos, Mθ Proliferación ↑, función de barrera ↓;induce 
IL-8 
NF-κ B 
IL-2 IEL Proliferación↑,migración↑ Jak/Stat, Akt, MAPK 
IL-4 IEL Proliferación↑, función de la barrera↓, 
transmigración de neutrófilos ↓,induce 
receptores poliméricos Ig 
Jak/Stat, Akt, MAPK 
 
IL-6 IEL, Mθ Proliferación↑, apoptosis↓, diferenciación↓, 
transformación maligna 
Jak/Stat, NF- κB,  
MAPK 
IL-8 EC Migración↑ MAPK, PI3K 
    
IL-10 EC, Mθ Suprime citoquinas pro-inflamatorias; 
induce factor de crecimiento nervioso 
Jak/Stat, Akt, MAPK 
IL-11 Células del 
estroma 
Proliferación↑↓?,  apoptosis↓ Jak/Stat,  MAPK 
IL-13 CD4+  Células T apoptosis↑,  migración↓, función de barrera↓ Jak/Stat 
IL-15 Mθ, DC Proliferación↑,  apoptosis↓↑? Jak/Stat 
IL-17 IEL Proliferación↓,  función de barrera↑ NF- κB,  MAPK 
IL-18 EC Induce IL-8 MAPK 
IL-22 CD4+  Células T, 
DC,   
NK 
Proliferación↑,  migración↑, induce citoquinas 
pro-inflamatorias 
Jak/Stat 
IL-26 Th17 células T Proliferación↓,  induce citoquinas pro-
inflamatorias 
Jak/Stat, Akt, MAPK 
IL-31 IEL Proliferación↓,  migración↑; induce IL-8 Jak/Stat, Akt, MAPK 
IFN- γ CD8+,  Células T, 
NK 
Proliferación↓,  apoptosis↑,  diferenciación↓,  
función de barrera↓, induce varias citoquinas 
diferentes, MHC clase II 
Jak/Stat, Akt 
INF- λ DC Proliferación↓, induce IL-8 Jak/Stat 
TNF-α Mθ Proliferación↓,  apoptosis↑, función de 
barrera↓,  muestreo antígenos↑ 




Abreviaturas: CD: Células dendríticas; EC: Células epiteliales;IEI: linfocitos intra-epiteliales; IFN: 
Interferón;Ig: Inmonuglobulinas; IL: Interleuquinas; Jak:Janus quinasa;MAPK: protein quinasa mitogen- 
activada; MHC: complejo de mayor histocompatibilidad; Mθ: Macrófagos; NF-κB:factor nuclear κB; NK: 
células asesinas naturales; PI3K: fosfatidininositol 3- quinasa; Stat: transductor de activación y activador 







Inmunología y ecología intestinal 
El tubo disgestivo se encuentra libre de bacterias en el momento del nacimiento. Los 
animales criados en un ambiente libre de gérmenes no tienen microorganismos en la 
luz intestinal. Por lo tanto la flora entérica proviene exclusivamente del medio 
ambiente. Se sabe que las bacterias entéricascolonizan al recién nacido en dirección 
oral-anal [168]. En los humanos y en una amplia variedad de especies animales los 
coliformes y los estreptococos pueblan el tubo digestivo en pocas horas después del 
nacimiento. Veinticuatro horas más tarde, los lactobacilos anaerobios y enterococos se 
establecen y aumentan en número, mientras el número de coliformes disminuye entre 
los 10 y 21 días. Aproximadamente entre la tercera y la cuarta semana se establece 
las características de la flora bacteriana del individuo. La tabla 4 indica los tipos y 
cantidad de los microorganismos que normalmente colonizan los segmentos del tubo 
digestivo en una amplia variedad de especies animales, asó como el pH en el lumen 
intestinaly el correspondiente potencial redox. 
 
Tabla 4. Población de flora bacteriana en humanos. 
 Estómago Yeyuno Ileon Ciego 
Total de bacterias 0-3 0-4 5-8 10-12 
Aerobios y anaerobios facultativos 0-3 0-4 2-5 2-9 
Anaerobios  0 0 3-7 9-12 
Potencial redox (milivoltios) +150 -50 -150 -200 
Ph 3.0 6.0-7.0 7.5 6.8-7.3 
 
Datos de las referencias [169-171] 
*Log 10 de l número de organismos viables por gramo  
 
El estómago y el intestino delgado normalmente contienen un número relativamente 
pequeño de bacterias. En cultivos yeyunales no se consigue identificar el crecimiento 
bacteriano en aproximadamente un tercio de voluntarios sanos. Si hay 
microorganismos presentes son los lactobacilos y los enterococos, aerobios gram-
positivos, o anaerobios facultativos sobre los 104 organismos viables por gramo de 
contenido yeyunal. Los coliformes pueden estar transitoriamente presentes en el 
yeyuno de individuos sanos pero raramente superan los 103 organismos por gramo y 
probablemente representan los contaminantes ingeridos en su trayecto hacia el colon. 
Los organismos anaerobios bacteroides no se encuentran en el intestino delgado 
proximal de huéspedes sanos. 
En el intestino delgado el pH se mantiene por encima de 7 y el potencial redox  se 
vuelve fuertemente negativo. El Ileon es una zona de transición entre la flora aerobia 
(estómago e intestino proximal) y la flora anaerobia (colon). Las concentraciones de 




Las enterobacterias, incluyendo los coliformes, se producen transitoriamente y en 
pequeñas cantidades en el intestino proximal, pero se encuentran en abundancia en el 
ileon. En el yeyuno normalmente no pueden sobrevivir los anaerobios estrictos (a 
diferencia del ileon). 
Al cruzar la válvula ileocecal hay un cambio de características y cantidad de flora 
bacteriana. El número total aumenta hasta 109-1012 de microorganismos por gramo de 
contenido en el colon. 
La flora microbiana que predomina a lo largo del intestino no son anaerobios estrictos 
como bacteroides, lactobacilos anaerobios y clostridios. Estos microorganismos son 
difíciles de cultivar y en la luz del colon superan a las bacterias aerobias facultativas 
en una proporción de 10000:1. 
La flora del colon es muy compleja, encontrándose hasta 400 especies en un solo 
individuo [172]. Cuando se extirpa la válvula ileocecal, las bacterias de las porciones 
distales del ileon se asemejan a la población del ciego. 
Los animales libres de gérmenes (axénico) presentan diferencias considerables en el 
tubo digestivo con respecto a los criados de forma convencional. Por ejemplo tienen 
las vellocidades de la mucosa intestinal más delgada, de aspecto más regular y las 
criptas menos profundas que las de forma convencional [171, 173, 174]. Cuando un 
animal exénico se contamina con tan sólo una bacteria, la mucosa intestinal cambia 
rápidamente, aparenta un estado de “inflamación fisiológica” observado en los 
animales criados convencionalmente. En los animales axénicos el tránsito intestinal es 
más lento y parece aumentar las peptidasas y disacaridasas en las microvellocidades. 
Este cambio puede implicar un aumento en la absorción de nutrientes [168]. Cuando 
se induce una disminución de la población bacteriana  intestinal, los animales 
absorben más xilosa, aminoácidos y calcio de manera más eficaz. 
Las enterobacterias hidrolizan el colesterol mediante el colesterol deshidrogenasa. La 
capacidad de metabolizar el colesterol y las sales biliares se incrementa en las 
enterobacterioas de los pacientes que consumen una dieta rica en colesterol y los que 
padecen cáncer de colon [175, 176] 
Los microorganismos intestinales hidrolizan los ácidos biliares  conjugados secretados 
por el hígado a través de la 7-hidroxilasa, que elimina el grupo hidroxil de la posición 7 
de los ácidos biliares. También convierten el cólico en desoxicólico y el ácido 
quenodesoxicólico a ácido litocólico. Durante este proceso se generan metabolitos 
tóxicos como el litocolato. 
Las bacterias intestinales también alteran otros esteroles biológicamente activos tales 
como los andrógenos y los estrógenos. La β-glucoronidasa y la sulfatasa bacteriana 
hidrolizan las formas conjugadas de estas hormonas secretadas en la bilis para que se 
reabsorban a nivel intestinal y su consiguiente circulación enterohepática, reduciendo 
así sus niveles en plasma y orina [177]. 
Las enterobacterias metabolizan rápidamente los lípidos, las proteínas y los hidratos 




lipídicos a partir de acetato. También sintetizan ácidos grasos ramificados e 
hidroxilados a partir de ácidos grasos procedentes de la dieta. Los ácidos grasos 
hidroxilados son los responsables de la diarrea en algunos pacientes acompañadas 
con una mala absorción de grasas. Además degradan las proteínas y la urea para 
producir amoniaco. 
Las disacaridasas bacterianas propias del colon fermetan los azúcares no absorbibles 
procedentes de la dieta para formar ácido acético, el propiónico y el butírico. Estos 
productos son absorbibles a través de la mucosa intestinal del colon por difusión 
pasiva, de esta manera las bacterias cooperan disminuyendo el gasto energético. 
Los ácidos grasos de cadena corta son importantes para mantener la integridad de la 
mucosa del colon. Los antibióticos inducen diarrea  también pueden alterar procesos 
de fermentación que impiden que se formen ácidos grasos de cadena corta y dan 




SUBSTRATO PRODUCTOS IMPORTANCIA DEL HUESPED 
Trigliceridos Ácidos grasos y ácidos grasos 
hidroxilados 
Diarrea 
   
Proteínas Amonio y aminas Encefalopatía metabólica 
   
Proteínas Amonio y aminas Encefalopatía metabólica 
   
Carbohidratos Ácidos órgánicos Absorción colónica conserva calorias 
Diarrea osmótica 
 Hidrógeno, CO2 Prueba del malaliento y malaabsorción 
 Metano Provocar una explosión durante la 
colonoscopía 










12. Flora intestinal e infecciones 
Se considera que el cuerpo humano contiene aproximadamente 1013 células y alberga 
de 1014 a 1015 microorganismos individuales. La flora normal del intestino contiene más 
de 400 especies de anaerobios en una concentración total de 1011 a 1012 unidades 
formadoras de colonia (ucf)  por gramo de heces. La flora anaerobia sumando los 
bacilos Gram-negativos (BGN) y los cocos Gram-positivos  (CGP) es inferior a 108 
ucf/g de heces y la contración media de hongos es inferior a 103 ufc/g. Escherichia coli 
es el BNG predominante y, entre CGP, el enterococo es el más prevalente. Aunque 
menos de 0,1% de la flora normal está constituida por aerobios, la mayoría de las 
infecciones esdógenas son causadas por esta flora aerobia. 
La flora intestinal humana es muy dinámica y refleja los cambios inducidos por el 
ambiente, los tratamientos médicos y las características del huésped y del 
microorganismo. Los agentes antimicrobianos pueden modificar la flora microbiana del 
tracto digestivo cuando son absorbidos parcialmente tras la administración oral o 
cuando son excretados en la saliva, bilis, o moco. La actividad residual de muchos 
antimicrobianos es suficiente para interferir el balance ecológico de la flora intestinal. 
Esto puede  resultar en una colonización por microorganismos exógenos 
potencialmente patógenos (MPP) en detrimento de la flora endógena previamente 
existente y en la aparición de la flora multirresistente secundaria al uso abusivo de 
antibióticos parenterales. Estos MPP son microorganismos aerobios y anaerobios que 
pueden ser parte de la flora normal de muchas personas sin causar signos clínicos de 
infección. 
Existen muchos experimentos realizados en voluntarios sanos que demuestran los 
cambios de la flora intestinal tras la administración de antimicrobianos, así por ejemplo 
la administración de cefotaxima y clindamicina produce una elevación de las 
concentraciones fecales de enterococos y hongos. En diversos estudios se observó 
que cultivos de vigilancia realizados a los pacientes tras el ingreso en la UCI 
mostraban cambios en la flora a lo largo del tiempo. Si al ingreso la prevalencia de los 
Gram-negativos orofaríngeos era de 23%, a los 10 días ya era del 80%. En heces la 
prevalencia de los Gram-negativos diferentes de E-coli fue del 20%, y alcanzó el d79% 
en 15 días. 
Posteriormente se observó que en el 76% de las infecciones desarrolladas se 
encontraba el mismo microorganismo  previamenteen los cultivos de vigilancia. 
Además de la grvedad de la enfermedad subyacente, la administración parenteral de 
antibióticos es el principal mecanismo que favorece al cambio de la flora del paciente 
por la flora nosocomial. 
Si la resistencia contra la infección está disminuida (como en los pacientes con 
neutropenia), o si alcanzan un número elevado (por efecto de los antimicrobianos 
sobre otros microorganismos), pueden desarrollarse la infección. En este concepto 
llamado resistencia a la colonización está basada la DDS: la flora intestinal anaerobia 




anaerobia se elimina aumenta la colonización por BGN con el consiguiente riesgo de 
infección, especialmente en pacientes críticos. El objetivo de la DDS es eliminar esa 
flora de BNG y hongos del tracto digestivo sin influir en la flora anaerobia, así como 
impedir la aspiración de la flora multiurresistente. 
 
13. Descontaminación digestiva selectiva  
La infección en la unidad de cuidados intensivos (UCI) es debida a tres tipos diferentes 
de mecanismos debidos a una gamma limitada de microorganismos potencialmente 
patógenos (MMP) (seis “normales” y siete “anómalos”) y requiere diferentes maniobras 
profilácticas. 
Las infecciones pueden ser (i) endógenas o exógenas, dependiendo de que el 
microorganismo causante sea portado por el paciente o no sea portado por el paciente 
(sino transmitidida por un agente externo, por ejemplo, por el personal sanitario); (ii) 
primarias o secundarias, dependiendo de que el paciente sea portador de 
microorganismo causante en el momento del ingreso (primaria) o sea adquirido 
posteriormente (secundaria). 
Las infecciones exógenas pueden controlarse sólo mediante medidas de higiene. Las 
infecciones endógenas primarias se controlan mediante la administración de 
antibióticos por vía parenteral. Las infecciones endógenas secundarias se controlan 
mediante la aplicación de fármacos antimicrobianos por vía entérica en la orofaringe y 
en el intestino (Tabla 1). 
La DDS es una intervención terapéutica que consiste en la administración  de un 
antibiótico por vía i.v. desde el momento del ingreso durante 3 días  8con el fin de 
prevenir las infecciones endógenas primarias), y de antibióticos no absorbibles por vía 
enteral (con el fin de prevenir las infecciones endógenassecundarias).  
 
Los antibióticos no absorbibles se administran en forma de una pasta de aplicación 
orofaríngea, y de in líquido de administración enteral (a través de la sonda 
nasogástrica).  
 
La composición antibiótica está destinada a la eliminación de bacterias Gram-
negativas potencialmente patógenas y de hongos (por ejemplo, polimixina, tobramicina 
y floconazol o anfotericina). El objetivo del tratamiento es la prevención de infecciones 









Tabla 6. Control de infección nosocomial 
 
Infección MPP Tiempo de 
administración 
Frecuencia Maniobra 






>1 semana 30% Antimicrobianos 
enterales 
Exógena 9anómalos» Cualquier momento 
durante el tratamiento 
en la UCI 
15% Higiene 






MPP: microorganismos potencialmente patógenos 
Endóg. Prim.: infección endógena primaria 
Endóg. Sec.: Infección endógena secundaria 
Los 6 MMP “normales” son Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, 
Moraxella catarrhalis, Candida albicans, Staphylococcusbaureus y Escherichia coli 
Los 9 MPP “anómalos” son Klebsiella, Proteus, Morganella, Enterobacter, Citrobacter, 
Serratia, Acitenobacter, especies de Pseudomonas y Staphylococcus aureus 
resistentes a meticilina (SARM) 
 
 
Eficacia de la DDS  
La hipótesis planteada más arriba sobre el papel de la flora intestinal en las 
infecciones desarrolladas en la UCI (infecciones endógenas secundarias) y el efecto 
potencial de la DDS sobre esas infecciones ha sido probada en numerosos estudios 
clínicos. 
Existe 57 estudios aleatorizados controlados y diez meta análisis en los que se ha 
evaluado la eficacia de la DDS. 
Se ha demostrado que la DDS reduce la tasa de neumonías y de bacteriemias en 
enfermos críticos en general. 
Asimismo, un meta- análisis ha demostrado que la DDS reduce significativamente la 
colonización y la infección debidas a bacilos aerobios gram-lnegativos y levaduras, 
mientras que la reducción de la colonización debida a bacterias grampositivas no se 




respiratorias inferiores también se redujeron significativamente. El meta análisis más 
reciente sobre mortalidad, en el que se incluyó a 4755 pacientes de 22 RCT, 
demuestra que la DDS reduce la mortalidad de forma significativa. 
Se ha planteado la objeción de que la administración de DDS puede, al exponer a las 
bacterias intestinales a una elevada concentración de antibióticos, aumentar la 
resistencia bacteriana de bacterias Gram-positivas intestin ales. Los meta-análisis 
citados han demostrado que el tratamiento con DDS no aumenta el problema de 
resistencia antimicrobiana sino que, más bien, resuelve el proble de resistencia a 
antibióticos. En dos ensayos clínicos se evalúo el impacto del tratamiento con DDS 
sobre la resistencia antimicrobiana de BGN. El ensayo clínico más largo hasta la fecha 
incluyó a 1000 pacientes y demostró que la colonización por BGN resistentes a 
imipenem, ceftazidima, ciprofloxacina, tobramicina y polimixina tenía lugar en el 16% 
de los pacientes que recibieron fármacos antimicrobianos parenterales y enterales, en 
comparación con el 26% de los pacientes control que recibieron solo antibióticos por 
vía oral con un RR de 0,6 (IC del 95% 0,5-0,8). Esto coincide con un EAC previo que 
mostraba coomo la adición de antimicrobianos enterales a los parenterales controlaba 
la colonización y las infecciones debidas a Klebsiella productora de betalactamasa de 
expectro extendido (BLE). 
Ali y cols evaluaron por más de dos años el resultado de la administración continuada 
de la DDS en pacientes intubados ≥72 horas. Se recogieron muestras microbiológicas, 
clínicas y de vigilancia. El 25% de los pacientes estudiados desarrolló colonización por 
uno o más organismos resistentes durante el tiempo de estudio, tardando un promedio 
de 10 días en producirse la colonización desde el ingreso. El microorganismo más 
frecuente colonizador fue la Pseudomonas, que representa la causa primaria de 
infecciones adquiridas en la UCI con el uso de la DDS, sin apreciarse el aumento de 
tros microorganismos. 
La mayoría de los pacientes que necesitan tratamiento prolongado en la UCI 
presentan un sobrecimiento bacteriano intestinal, definido como la presencia de >105 
MPP por ml de saliva o heces. El sobrecrecimiento en el intestino se asocia con un 
aumento de la mutación espontánea, lo que induce la policlonalidad y resistencia 
antimicrobiana. Los fármacos antimicrobianos parenterales, a diferencia de los 
enterales, generalmente no son capaces de erradicar el estado de colonización 
anómalo en condiciones de sobrecrecimiento, incluso de mutantes resistentes. 
 
La DDS ha sido utilizada en dos UCI americanas con endemia de enterococo 
vancomicina resistente (EVR) [178, 179]. El estado del poratdor y el número de 
infecciones fueron bajos y similares en el grupo con DDS y el grupo control. El 
régimen clásico de DDS, sin vancomicina enteral, no esta diseñado para el control de 
Staphylococcus aureus meticilín resistente (SAMR). Existe siete ensayos clínicos 
randomizados (ECR) en UCI con endemia para SAMR en el momento del ensayo 
clínico, que refiere una tendencia a un mayor número de infecciones por SAMR en los 




endemia es preciso añadir vancomicina enteral a la DDS [182]. No ha habido 
emergencia de EVR en ninguno de los ECR  que han usado vancomicina enteral, lo 
que promueve la aparición de EVR en el tracto gastrointestinal [183, 184]. La 
resistencia a antimicrobianos, una cuestión clave, ha sido evaluada en 8 estudios que 
monitorizaron la resistencia a antibióticos entre dos y siete años [185- 189], y la 
asociación entre la resistencia bacteriana y empleo de DDS no ha sido un problema 
clínico. 
Los datos más recientes que muestran un beneficio de la DDS sobre la mortalidad, sin 
aparición de resistencia a antimicrobianos en pacientes de UCI no seleccionados, 
tienen un nivel de evidencia I (ECR con resultados certeros y baja posibilidad de falsos 
positivos o falsos negativos) y un grado de recomendación A (al menos dos ensayos 
clínicos con nivel de evidencia I). La tabla  muestra las cinco maniobras médicas 
basadas en la evidencia que ofrecen un beneficio en la supervivencia en los pacientes 
de cuidados intensivos. Sólo la DDS es soportada por al menos dos investigaciones 
de nivel I [190, 191] son soportadas por sólo un ensayo clínico, por tanto, una 
recomendación grado B (un solo ensayop clínico con nivel de evidencia I). Además, 
hay que añadir que la DDS puede administrarse a cualquier paciente con riesgo de 
infección, mientras que las otras cuatro maniobras sólo pueden utilizarse en grupos 
específicos de pacientes  de cuidados intensivos. Finalmente la DDS reduce la 
resistencia a antimicrobianos de los BGNA, mientras que la ventilación mecánica con 
volúmen tidal bajo, la proteína C inactivada, el tratamiento intensivo con insulina y los 
corticoides no pueden tener ningún efecto sobre este importante problema. 
Tabla 7. Control de la infección nosocomial 
 
Intervención Riesgo relativo (IC 
del 95%) 
Red. Mort. Ab (%) 
(IC del 95%) 






0,78(0,65 a 0,93) 8,8(2,4 a 15,3) 11 B 
Proteína C activada 0,80(0,69 a 0,94) 6,1(1,9 a 10,4) 16 B 
Insulina intensiva 0,44(0,36 a 0,81) 3.7(1,3 a 6,1) 27 B 
Esteroides 0,90(0,74 a 1,09) 6,4(-4,8 a 17,6) 16 B 
DDS 0,65(0,49 a 0,85) 8,1(3,1 a 13,0) 12 A 
 







14. Relación entre el daño del epitelio intestinal y 
el daño a nivel sistémico 
Como hemos comentado anteriormente, el intestino es un reservorio de bacterias o 
endotoxinas que pueden desencadenar una infección y disfunción multiorgánica. 
Existe amplia evidencia de que las bacterias intestinales pueden escapar del intestino 
por el sistema portal y llegar a la circulación sistémica. Por tanto, el daño de la mucosa 
intestinal ocasiona una alteración a nivel sistémico. 
La propuesta sobre los efectos del tratamiento con DDS para atenuar la respuesta 
inflamatoria tras un insulto se basa en parte en este concepto. 
El intestino tiene una capa hidrofóbica adherida al epitelio intestinal [192, 193] que (i) 
limita el contacto de enzimas digestivas hidrofílicas y el epitelio de la vellocidades; y (ii) 
actúa como barrera a la invasión bacteriana [194]. 
Diferentes estudios han demostrado el pael de la flora intestinal en el desarrollo de la 
respuesta inflamatoria  tras diferentes insultos (shock, quemaduras), es decir, un 
efecto atenuador de la respuesta inflamatoria asociado el tratamiento con DDS. 
Deitch cols [195] demostraron que en ratas sanas sometidas a un daño térmico se 
producía una translocación bacteriana por alteración de la mucosa gastrointestinal y 
desarrollo de cambios a nivel sistémico. 
Yao y cols [196] demostraron (i) el papel del intestino en la patogénesis de la sepsis 
por translocación de endotoxinas; (ii) el papel de la DDS en la mortalidad de rata con 
quemaduras. En ratas quemadas que recibieron DDS la incidencia de translocación 
bacteriana a los ganglios linfáticos y viceversa fue menor así como los niveles de 
endotoxina en el tracto digestivo. La actividad diaminooxidasa intestinal, que se había 
visto elevada al inicio del insulto, volvía a niveles basales al quinto día en ratas 
descontaminadas pero no en los controles. Este cambio se asociaba a una mortalidad 
menor en las ratas tratadas con DDS. En un segundo estudio [197] estos autores 
demostraron que la translocación bacteriana intestinal estaba involucrada en una 
alteración de la respuesta celular inmune, como consecuencia de un daño térmico, y 
que el tratamiento con DDS podría atenuar esta inmunosupresión. 
Las ratas quemadas presentaban una disminución en los niveles de células T,un 
aumento de la IL-2 y una alteración del cociente de las células T-helper (CD4+ y 
CD8+). La DDS evitaría la disminución de las células T, un aumento de la IL-2, sin 
afectar el cociente CD4+/CD8+. 
En la misma línea Horton y cols. [198] observaron que el tratamiento con DDS atenúa 
la respuesta inflamatoria en ratas quemadas. Los animales que sufrían una 
quemadura al 40% de la superficie corporal activaban una vía de señalización 
inflamatoria  (PKCε/ P38 MAPK/NF-қB), con la consiguiente liberación de citoquinas 
(TNF-α, IL-1β, IL-6 y IL-10), aumento de la expresión de PKCε/P38 MAPK en el 




tratamiento con DDS atenuó esta cascada de acontecimientos. Estos hallazgos 
condujeron a la hipótesis de que la quemadura sirve de desencadenante para que se 
produzca una pérdida de la función de la barrera gastrointestinal y la translocación de 
productos bacterianos, lo que finalmente lleva a la activación de la señal inflamatoria y 
la disfunción- En otro estudio, Horton y cols [199] puso de manifiesto que el 
tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria en ratas quemadas que sufrían 
sepsis y previene la bacteriemia  (modelo de sepsis inducida mediante la 
administración de S. pneumoniae por vía intratraqueal). 
Igualmente, Chen y cols [200] combrobó en ratas quemadas que la utilización de 
antibióticos de amplio espectro ocasionaba la desaparición  de la flora comensal y una 
disminución de la expresión de TNF-α y TLR-4. Esto vendría a confirmar el papel de la 
flora comensal en el mantenimiento de la inmunidad innata en el intestino a través de 
la señal de TLR-4. 
 
En el estudio de Deitch y cols [201, 202] se demostró en ratas que el shock 
hemorrágico seguido de la reinfusión de sangre promueve la translocación de 
bacterias desde el intestino a los órganos viscerales (ganglios linfáticos meséntericos, 
hígado y bazo). Estas determinaciones se hicieron 24 horas después de que las ratas 
hallan sido sometidas a un shock hemorrágico  durante 30 minutos (durante dicho 
tiempo las ratas se mantuvieron co 30 mmHg de presión arterial). El shock 
hemorrágico lesionó la mucosa intestinal y causó edema subepitelial y necrosis en 
algunas áreas. Las ratas tratadas con alopurinol, un inhibidor competitivo de la xantina 
oxidasa, redujo la incidencia de la translocación bacteriana. Del mismo modo hubo 
menor translocación bacteriana en las ratas alimentadas con suplemento de tungsteno 
y molibdeno, ambos inhibidores de la xantina oxidasa. El daño histológico causado por 
el shock hemorrágico fue  impedido por el bloqueo de la actividad de la xantina 
oxidasa.  Esto parece indicar que la translocación bacteriana desde el intestino parece 
estar mediada por los oxidantes generados por la activación del sistema de xantina 
oxidasa. Esto fue confirmado por Kahlke y cols [203] en ratas sometidas a shock 
hemorrágico  la descontaminación digestiva selectiva  reducía la translocación 
bacteriana. Sin embargo en las ratas sham el tratamiento con DDS se asoció con un 
aumento de citoquinas a nivel sistémico, concluyendo que el tratamiento con DDS 
puede tener un efecto beneficioso en el shock y nocivo en condiciones control (sin 
shock). 
El papel de las bacterias intestinales en la respuesta inflamatoria ha sido también 
documentado en modelos de isquemia- reperfusión, en los que se ha demostrado la 
relación entre la pérdida de la integridad de la barrera epitelial de la mucosa con la 
aparición del SRIS y disfunción multiorgánica [204]. 
Los resultados de los estudios anteriormente expuestos han conducido al 
planteamiento de la llamada hipótesis  intestinal del fracaso multiorgánico, que 
propone que la pérdida de la función de la barrera intestinal tras un insulto (e.g; shock, 




circulación, originando síndrome de respuesta inflamatoria sistémica, SDRA y 
disfunción multiorgánica. 
 
15. Bacterias intestinales y enfermedad pulmonar 
Existen estudios que ponen en manifiesto la relación del daño pulmonar secundario al 
daño a nivel intestinal. 
Varios estudios [205, 206]  evaluaron las posibles consecuencias sistémicas inducidas 
por el daño intestinal mediante la cuantificación de la actividad biológica de los 
ganglios meséntericos ya que la activación biológica de los mismos conduce al daño 
pulmonar inducido por el intestino. 
La N-acetilcisteina en un intestino sano induce un aumento de la permeabilidad 
intestinal, conlleva a la pérdida de la hidrofobicidad de la mucosa, un descenso en el 
grosor de la mucosa así como la evidencia morfológica de daño en las vellocidades 
[205]. Este daño se exacerba más cuando se combina la acción de la N-acetilcisteína 
con las proteasas pancreáticas intestinales. 
Sharpe y cols [205] diseñaron un estudio con cinco grupos de ratas: un grupo donde 
no hacen ninguna intervención y al  resto de los grupos donde se les liga el segmento 
distal del ileon y se les rellena bien con suero salino, bien con proteasas pancreáticas , 
bien con N-acetilcisteína y por último otro gruponque se rellena el segmento del ileon 
con N- acetilcisteína y proteasas. 
Pero el daño local del intestino por si sólo no parece ser suficiente para inducir daño a 
distancia, ya que en este estudio no se ve que haya un aumento de la permeabilidad 
pulmonar ni una activación de los ganglios mesentéricos. 
Hay pruebas que implican a l TLR-4 en la patogénesis del DPA en un modelo murino 
de isquemia/reperfusión intestinal. 
Ben y cols [206] estudiaron la relación entre el daño intestinal y la aparición de daño 
pulmonar e inflamación en ratones mutantes para TLR-4 (C3H/HeJ) y ratones wild 
type para TLR-4 (C3H/HeJ), sometidos a 40 minutos de isquemia intestinal mediante 
clampaje de la arteria mesentérica superior, y posterior reperfusión durante 6 hora. 
Después de la isquemia-reperfusión intestinal, los pulmones de los ratones mutantes 
presentaban un daño histológico significativamente menor, una marcada reducción de 
la apoptosis epitelial, una menor activación de la caspasa, un incremento del cociente 
Bvl-xL/Bax, así como una gran disminución de la permeabilidad vascular pulmonar y 
de la actividad de las mieloperoxidasas en comparación con el grupo de ratones wild  
type.  
Los ratones mutantes de TLR-4 tenían también una disminución importante de la 
expresión de TNF-α, IL-6, MCP-1. MIP-2. Asimismo la fosforilación de p38 MAPK y la 
activación de NFқ-B y AP-1 se encontraban inhibidos en el tejido pulmonar de los 




Así, pues, TLR-4 y la vía de señalización de MAPK p38 y NF-қB podrían estar 
involucradas en las vías de señalización que median la inflamación pulmonar tras la 
isquemia/ reperfusión intestinal. 
Otros estudios en diferentes modelos añaden evidencia indirecta sobre la relación 
entre la inflamación a nivel pulmonar e intestinal. Por ejemplo se ha podido detectar un 
aumento de la concentración de LPS y TNF-α en el BAL de pacientes con el síndrome 
de neumonía idiopática (la mayor complicación del transplante halogénico de médula 
ósea). Con el fin de investigar el eje intestino-pulmón en esta condición, se estudió un 
modelo animal de transplante de médula, Los donantes provenían de cepas de 
ratones con diferente sensibilidad a LPS.  
El receptor fue irradiado y recibió un transplante de médula ósea de un donante LPS 
sensible o resistente; cinco semanas después del transplante el grupo resistente a 
LPS mostró una disminución significativa del daño pulmonar comparado con el grupo 
sensible a LPS [207]. Este efecto se asociaba con una disminución de la secreción de 
TNF-α, tanto in in vitro como in vivo, de los niveles de LPS en el BAL y del daño 
intestinal, de la concentración de LPS en BAL y de la disfunción pulmonar. 
Por consiguiente la resistencia del donante a LPS disminuye el síndrome de neumonía 
idiopática en este modelo, al disminuir la translocación de LPS a través de la barrera 
intestinal y disminuir la producción pulmonar y sistémica de TNF-α. 
 
16. Bacterias intestinales y VILI 
La relación entre la presencia de bacterias intestinales y el desarrollo de una 
respuesta inflamatoria pulmonar ante ciertos estímulos (e.g; el biotrauma en el 
contexto de VILI) no ha sido estudiada en profundidad hasta el momento presente. 
Guery y cols [150] describió en un modelo de rata con VILI un aumento de la 
permeabilidad intestinal acompañado de un aumento de la concentración sérica de 
TNF-α mediante la administración de anticuerpos anti-TNF-α se acompañó de un 
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1. Justificación del presente proyecto 
El presente proyecto se plantea como objetivo la demostración de que el tratamiento 
con DDS se asocia con un efecto sobre la respuesta pulmonar a la ventilación 
mecánica. Indirectamente, se demuestra también el papel de las bacterias intestinales 
potencialmente patógenas sobre la respuesta inflamatoria del tejido intestinal y 
pulmonar, en condiciones basales y en condiciones de un estímulo inflamatorio (i.e., la 
ventilación mecánica utilizando VT elevados). 
Los antecedentes del proyecto hay que buscarlos en diferentes líneas de investigación 
de nuestro grupo, tanto en el área clínica como experimental.  
En el área clínica, se practica desde hace unos años el tratamiento con 
descontaminación digestiva selectiva (DDS) en pacientes sometidos a ventilación 
mecánica. Se ha demostrado que la descontaminación de bacterias patógenas 
(gramnegativas) del tubo digestivo, respetando la flora endógena anaerobia y 
grampositiva, disminuye la incidencia de neumonías asociada al ventilador y mejora la 
superviviencia de pacientes críticos sometidos a ventilación mecánica. Análisis más 
recientes de nuestros datos indican que el tratamiento con DDS se asocia con una 
disminución del la disfunción pulmonar en pacientes críticos quemados, 
independientemente del efecto beneficioso sobre la incidencia de neumonía. Estos 
resultados sugieren un papel modulador de las bacterias intestinales sobre la 
magnitud de la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar. A la luz de estos 
hallazgos planteamos la posibilidad de abordar el estudio de este fenómeno en 
nuestro modelo animal. 
En el modelo animal hemos reproducido en la rata los cambios fisiopatológicos e 
histológicos característicos del daño pulmonar agudo mediante la administración de 
ventilación mecánica utilizando VT elevados. Este modelo reproduce no sólo las 
características clínicas del DPA sino también específicamente del daño pulmonar 
inducido por la ventilación mecánica, conocido como VILI (ventilator-induced lung 
injury). El modelo experimental se caracteriza por el desarrollo tras un cierto tiempo de 
ventilación mecánica con VT elevado de daño alveolar difuso (DAD) -el cambio 
histológico característico del DPA-, hipoxemia, empeoramiento de las propiedades 
mecánicas del pulmón, respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar, y cambios 
sistémicos como hipotensión y elevación de diferentes enzimas indicativos de citolisis 
inespecífica. 
En este contexto planteamos la interesante hipótesis de que el tratamiento con DDS 
puede asociarse con un efecto sobre la respuesta inflamatoria pulmonar inducida por 
la ventilación mecánica, es decir, que el tratamiento con DDS atenúa la inflamación 
pulmonar y la disfunción pulmonar en el contexto del VILI. 
El interés de la hipótesis planteada, de claro carácter traslacional, descansa tanto en 
su interés científico como en su relevancia clínica. En efecto, la demostración del 
papel modulador de las bacterias sobre la respuesta inflamatoria pulmonar ante un 
estímulo (en este caso la ventilación mecánica) expande el conocimiento de cross-talk 
intestino-pulmón demostrado en otras condiciones.  
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Por otro lado, desde el punto de vista clínico, la demostración de la hipótesis 
planteada expande el abanico de efectos del tratamiento con DDS hacia efectos 




El presente estudio constituye una investigación pionera sobre el efecto modulador del 
tratamiento con DDS sobre la respuesta inflamatoria inducida por la ventilación 
mecánica. 
Las hipótesis planteadas son: 
1. Es posible descontaminar el tracto digestivo de bacterias Gram-negativas 
mediante la administración de un régimen de DDS. 
2. La ventilación mecánica con VT elevado induce una respuesta inflamatoria 
tanto en tejido pulmonar como en órganos diferentes del pulmón. 
3. El tratamiento con DDS modula la respuesta del sistema inmune innato a la 
ventilación mecánica con VT elevado. 
4. La presión de la vía aérea inicial define dos fenotipos con diferente respuesta 
a la ventilación mecánica y al tratamiento con DDS. 
 
3. Objetivos 
1. Diseñar un protocolo eficaz de descontaminación digestiva selectiva en ratas. 
2. Demostrar que nuestro modelo de daño pulmonar inducido por la ventilación 
mecánica (VILI) reproduce las características propias de la condición clínica 
(cambios en la función y en la estructura pulmonar, cambios sistémicos y 
respuesta inflamatoria característicos del daño pulmonar agudo). 
3. Demostra que el tratamiento con DDS modula la respuesta inflamatoria 
inflamatoria pulmonar y sistémcia a la ventilación mecánica. 
4. Demostrar que las propiedades mecáncias basales del pulmón (presi´nen la 
vía aérea inicial) determinan la existencia de dos fenotipos caracterizados por 
una diferente respuesta a la ventilación mecánica y al tratamiento con DDS.
 62 
 
                                     
 
       IV. Capítulo 1: 
Comparación de 
Diferentes Protocolos 
de  Descontaminación 




























La descontaminación digestiva selectiva (DDS) es una estrategia preventiva utilizada 
en la práctica clínica para reducir la incidencia de la neumonía y de la mortalidad. Los 
estudios de DDS en ratas previamente descritos no han comparado la eficacia de 
diferentes regímenes de administración de DDS (dosis, vía de administración y 
duración del tratamiento) para conseguir el objetivo del tratamiento (la eliminación de 
microorganismos Gram negativos en muestras fecales). La dosis, vía de 




Diseñar un protocolo de DDS en ratas. 
 
Material y métodos 
Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley (peso de 250-350g). Todas las ratas fueron 
guardadas individualmente en jaulas desinfectadas con clorhexidina 0,1%, con acceso 
ad libitum a bebida estéril y alimento esterilizado con óxido de etileno. Las jaulas y la 
viruta se renovaron diariamente para evitar la contaminación. Se comparó la eficacia 
de tres protocolos de DDS para descontaminar el tracto digestivo: régimen A (n=8): 
tobramicina (0,5mg/kg) y polimixina E (1mg/kg) adicionadas al agua de bebida durante 
7 días; régimen B (n=9): tobramicina (12mg/kg) y polimixina E (30 mg/kg) 
administradas mediante una sonda orogástrica estéril cada 24 horas durante siete 
días; régimen C (n=9): tobramicina (6ml/kg) y polimixina E (15mg/kg) administradas 
mediante una sonda oragástrica estéril cada 12 horas durante cinco días. Se cultivó 
una muestra de heces diariamente (agar eosina y azúl de metileno a 37ºC durante 24 
horas) durante 7 días. Todos los procedimientos siguen los principios del laboratorio 
animal (EU 86/609/CEE24-11, RD1201/2005 BOE 10-10, ley 32/2007 BOE 7-11). 
Análisis estadístico: se comparó mediante el test de chi cuadrado la proporción de 
animales descontaminados tras 24 horas de tratamiento. Se define como 




Las muestras basales de heces (antes de la administración de DDS) contenían 
4,0±1,5 log UFC/g de microorganismos Gram-negativos. Tras 24 horas de tratamiento 
con DDS, 1/8, 9/9, 8/9 fueron descontaminadas (no mostraban crecimiento de Gram-




(i) La administración de DDS mediante una sonda orogástrica estéril cada 24 
horas es eficaz para descontaminar el tracto digestivo en ratas en tan sólo 
24 horas de tratamiento; (ii) no es necesaria la administración de la DDS de 
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forma más frecuente (i.e; cada 12 horas); (iii) la administración oral ad 
libitum, tal como se ha utilizado en otros estudios, es ineficaz. 
 
2. Introducción  
La descontaminación digestiva selectiva (DDS) es una profilaxis antimicrobiana 
cuyo objetivo es la inhibición del crecimiento de la flora intestinal Gram-negativa y 
la preservación de la flora anaerobia. La preservación de las bacterias anaerobias 
parece especialmente importante para prevenir la colonización, sobrecrecimiento y 
posterior translocación de nuevas bacterias especialmente patógenas [208]. 
Existen diversas combinaciones de antibióticos no absorbibles que pueden ser 
empleadas como parte de la composición del régimen de DDS. Uno de los 
regímenes más usados en pacientes ventilados en la Unidad de Cuidados 
Intensivos [209] consiste en una combinación de polimixina E, tobramicina y 
anfoterecina B (PTA) que se administra tanto en la cavidad oral (pasta de 
carboximetilcelulosa mezclado con 2% de PTA) tres veces al día como también a 
través de una sonda gástrica (suspensión de polimixina E 100mg, tobramicina 80 
mg y anfotericina B 500mg) cuatro veces al día. PTA es el régimen adecuado para 
erradicar enterobacterias y pseudomonas. 
La combinación de polimixina E y tobramicina presenta un perfil idóneo para su 
uso en la DDS , ya que son antibióticos que no se absorben en el intestino y son 
activos frente a la mayoría de las bacterias Gram-negativas, con una actividad 
inapreciable frente a la mayoría de las bacterias Gram-positivas y anaerobias, y 
muestran  una mínima inactivación por parte de los alimentos y las enzimas 
fecales [210].  
El sulfato de polimixina B es un polipéptido catiónico cíclico que tiene la propiedad 
de interactuar con la región del lípido A del lipopolisacarido (LPS) de las bacterias 
Gram-negativas. En varios experimentos in vivo se ha demostrado su eficacia para 
neutralizar la endotoxina [211, 212] pero su uso se encuentra limitado por la 
toxicidad renal cuando se administra a dosis elevadas. Su capacidad de fijación a 
endotoxina [197] y su mínima absorción  hacen que la polimixina B sea una 
alternativa para limitar la cantidad de endotoxina en el tracto digestivo.  
La tobramicina es un aminoglucosido que se caracteriza por ser catiónico y 
altamente polar, cualidad que determina una pobre absorción y una resistencia a la 
inactivación en el tracto gastrointestinal. En comparación con otros 
aminoglucosidos su unión a las heces (incluyendo sus componentes sólidos, 
moco, fibra y bacterias) es más reversible [213], propiedad por la que se encuentra 
libre en el lumen intestinal  y no es eliminado fácilmente con las heces. Por eso su 
concentración y acción bactericida son mayores en comparación con otros 
aminoglucósidos [214, 215] 
Los efectos de la DDS han sido estudiados minuciosamente  en ratones para luego 
ser aplicados en la clínica. Stoutenbeek y cols [216] erradicaron exitosamente los 
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bacilos aerobios Gram negativos del tracto digestivo de ratones. El régimen PTA 
se ha empleado en varios modelos animales de quemadura [196, 197, 199, 217], 
peritonitis [218, 219], shock hemorrágico [203] con el fin de erradicar la flora 
bacteriana Gram negativa y dsiminuir la concentración de endotoxinas en el tracto 
digestivo.  
En estudios clínicos se ha demostrado que la administración de DDS disminuye la 
incidencia de las infecciones nosocomiales, principalmente la neumonía asociada 
a la ventilación mecánica (NAVM). En 1984 Stoutenbeek y cols [216] desarrollaron 
el concepto de la DDS para prevención de la infección en pacientes traumatizados 
y observaron una reducción en la incidencia acumulada de infecciones del 81% al 
16%, así como una disminución de la incidencia acumulada de NAVM del 59% al 
8%, comparada con períodos consecutivos, antes y después de la DDS. También 




Es posible descontaminar el tracto digestivo de bacterias Gram-negativas 
mediante la administración de un régimen de DDS. 
 
4. Objetivos 
Objetivo general: diseñar un protocolo eficaz de DDS en ratas eficaz para disminuir 
la colonización del tracto digestivo por bacterias Gram-negativas. 
Objetivo específico: encontrar cual de los tres regímenes diferentes de 
administración de DDS es más eficaz.  
 
5. Material y Métodos 
Animales y grupos experimentales 
Se usaron ratas adultas macho Sprague- Dawley (peso 250-350g) convencionales, 
estirpes no consanguíneas, holoxigénicas, criadas en la Unidad de Investigación 
del Hospital Universitario de Getafe, aclimatadas a ciclo día/noche de 12 horas, 
alimentadas con pienso purina y agua ad libitum estéril.  
El día en que comienza el experimento, cada animal es separado del resto de 
animales y estabulado de manera independiente en jaulas de metal que 
previamente fueron desinfectadas con clorhexidina 0,1% con acceso ad libitum a 
bebida con agua comercializada estéril y comida esterilizada con óxido de etileno. 
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La bebida, la comida, la jaula y la viruta se renovaron diariamente para evitar la 
contaminación. No se tomaron las medidas adecuadas para evitar la coprofagia. 
La DDS se administró (el día 0) como agua de bebida ad libitum o mediante una 
sonda orogástrica estéril (según el grupo de randomización, vide infra) 
Se considera día 0 el día en que se comenzó la administración de DDS. 
Los cultivos obtenidos del día 0 se obtuvieron antes de iniciar el tratamiento con 
DDS. El tiempo de observación se prolongó hasta el día 7 de administración de 
DDS. 
Los animales se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos que recibieron uno de 
tres regímenes de DDS caracterizados por la administración de DDS en el agua de 
bebida, o por sonda orogástrica en una o dos dosis diarias. Los regímenes 
consistían específicamente en: 
 
Régimen A (n=8): tobramicina (0,5mg/ml) y polimixina E (1mg/ml) adicionados al 
agua de bebida durante 7 días. 
Régimen B (n=9): tobramicina (12mg/ml) y polimixina E (30mg/ml). Se administró 1 
ml mediante una sonda orogátrica estéril cada 24 horas por 7 días. 
Régimen C (n=9): tobramicina (6mg/ml) y polimixina E (15mg/ml). Se administró 
1ml mediante una sonda orogástrica estéril cada 12 horas durante 5 días. 
El estudio fue aprobado por la Comisión de Investigación del Hospital Universitario 
de Getafe. Se siguieron las normas de experimentación en animales (Directiva 
2010/63/UE del parlamento Europeo y del consejo de 22 de septiembre de 2010 
relativa a la protección de los animales utilizados para fines científicos), número de 




Se practicó un hisopado rectal diariamente en condiciones estériles. Se sembró la 
muestra en una placa con agar eosina y azul de metileno para el aislamiento y 
diferenciación de las bacterias Gram negativas aerobias. Las muestras fueron 
inoculadas usando un método del cuarto cuadrante y se encubaron a 37ºC durante 
24 horas. Transcurrido el tiempo se examinó la placa y se hizo una estimación 
semicuantitativa de colonias tomando como referencia la valoración aproximada 
según Leonard (Tabla 1). 
 
 




      Tabla 1. Valoración según Leonard 
Valoración semicuantitativa                                         











Se realizó el test de la chi cuadrado para comparar la proporción de animales 
descontaminados. 
Puesto que avanzado al tiempo de observación (día 1 a día 5) los tres regímenes 
resultan efectivos (100% de animales descontaminados con cualquier régimen al 
día 7), y puesto que el objetivo es determinar que régimen se asocia con 
descontaminación de los animales de forma más eficaz, a la luz  de los resultados 
(vide infra) se comparó (y así se presenta en la Fig.2) la proporción de animales 
descontaminados en los 3 grupos al día 1. Se consideró estadísticamente 





Las muestras de heces basales (antes de la administración de DDS) contenían 
4±1,5 (valoración semicuantitativa), que equivale a 105-107 UCF/ml de 
microorganismos Gram negativos (Fig. 1). 
 
El recuento de bacterias Gream negativas a lo largo del tiempo de observación tras 
la administración de los tres regímenes de DDS se indica abajo (Tablas 2, 3, y 4, 
Fig. 1 y 2). 
 
Regimen A (n=8): todos los animales fueron descontaminados al día 2. Tres 
animales presentaron re-contaminación el día 3 (Tabla 2). 
 
Regimen B (n=9): todos los animales fueron descontaminados al día 1 (Tabla 3) 
 
Regimen C (n=9): seis animales fueron descontaminados al día 1 y 3 animales 
fueron descontaminados el día 2 (Tabla 4) 
 
 






Tabla 2. Recuento de bacterias Gram negativas en las heces de las ratas que 





día de tratamiento 
0 1 2 3 4 5 6 7 
1 3+ 2+ 0 0 0 0 0 0 
2 4+ 3+ 0 0 0 2+ 0 0 
3 3+ 2+ 0 2+ 2+ 2+ 0 0 
4 4+ 2+ 0 0 0 0 0 0 
5 3+ 3+ 0 0 0 0 0 0 
6 4+ 3+ 0 3+ 2+ 2+ 2+ 0 
7 4+ 1+ 0 0 0 0 0 0 
8 5+ 2+ 0 3+ 2+ 0 0 0 
 
 





Tabla 3. Recuento de las bacterias Gram-negativas en las heces de las ratas que 





día de tratamiento 
0 1 2 3 4 5 6 7 
1 3+ 0 0 0 0 0 0 0 
2 4+ 0 0 0 0 0 0 0 
3 3+ 0 0 0 0 0 0 0 
4 4+ 0 0 0 0 0 0 0 
5 3+ 0 0 0 0 0 0 0 
6 3+ 0 0 0 0 0 0 0 
7 3+ 0 0 0 0 0 0 0 
8 3+ 0 0 0 0 0 0 0 












Tabla 4. Recuento de las bacterias Gram-negativas en las heces de las ratas que 
recibieron el Régimen C (sonda orogástrica, dos dosis diarias) durante 5 días. 
 
Ratas n=9 día de tratamiento 
0 1 2 3 4 5 
1 2+ 0 0 0 0 0 
2 2+ 0 0 0 0 0 
3 4+ 0 0 0 0 0 
4 3+ 0 0 0 0 0 
5 2+ 0 0 0 0 0 
6 4+ 1+ 0 0 0 0 
7 4+ 1+ 0 0 0 0 
8 3+ 3+ 0 0 0 0 
9 2+ 0 0 0 0 0 
 
 
La proporción de animales que presentaron descontaminación 
a las 24 horas de tratamiento fue mayor  con los regímenes B 




Figura 1. Recuento semicuantitativo de bacterias Gram negativas con cada uno de los 
regímenes de DDS 
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Figura 2. Porcentaje de ratas que presentaron descontaminación de bacterias Gram- 

























A: Régimen A: Tobramicina 0,5 mg/ml (ad libitum) n=8 
B: Régimen B: Tobramicina 12 mg/ml, polimixina 30mg/ml (1ml al día) n=9 
C: Régimen C: Tobramicina 6mg/ml, polimixina 15mg/ml (1ml cada 12 horas) n=9 
     Estadística: chi cuadrado. 
*p<0.001 vs Régimen A 
#p<0.003 vs Régimen A 
 
 
       En conclusión, nuestros resultados indican que: 
 
(i) La  administración de DDS mediante una sonda orogástrica estéril cada 24 horas es 
eficaz para descontaminar el tracto digestivo en ratas en tan sólo 24 horas de tratamiento 
(Fig.1); 
 
(ii) No resulta necesaria la administración de la DDS de forma más frecuente  (cada 12 
horas); 
 
   (iii) La administración oral ad libitum, tal como se ha utilizado en otros estudios, es ineficaz. 
 
 
7. Discusión  
 
Aún cuando existen estudios previos sobre el uso de DDS en modelos animales 
demostrando su eficacia para conseguir la eliminación de las bacterias Gram-
negativas, ningún estudio previo ha comparado diferentes regímenes para 
demostrar cual es la vía de administración y la dosis más adecuada y fácil de 
administrar para conseguir el objetivo de tratamiento. 
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El objetivo del presente estudio es poner a punto un protocolo eficaz para 
conseguir descontaminación del tracto digestivo, reproduciendo los protocolos más 
utilizados en trabajos previos (régimen A y C), y comparándolos con el protocolo 
que diseñamos (régimen B). 
 
Tras 24 horas de tratamiento con DDS, 1/8, 9/9, y 8/9 ratas fueron 
descontaminadas (no mostraban crecimiento de microorganismos Gram-negativos 
en las muestras fecales) de los protocolos  A, B y C, respectivamente (p<0,001) 




Régimen  A 
 
Nuestros resultados indican que con el protocolo A  (administración de DDS ad 
libitum) todas las ratas se descontaminaron al séptimo día de tratamiento (Tabla 
2). 
 
Estudios previos [203, 219] utilizaron también este protocolo. Por ejemplo, Rosman 
y cols [219] demostraron que el tratamiento con DDS previene la translocación de 
bacterias Gram-negativas y de endotoxina en un modelo de peritonitis estéril. En 
este estudio, se administró zymosan (por via i.p.) a ratas que durante siete días 
previos fueron tratadas con una solución de DDS (tobramicina 0,5 mg/ml y 
polimixina E 1mg/ml) por vía oral Ad libitum. Encontraron ausencia de bacterias 
Gram-negativas tras el tratamiento con DDS y una reducción en la concentración 
de endotoxina en las heces.  
 
Kahlke y cols [203] demostraron que el tratamiento de la DDS  influye modula la 
respuesta inmune intestinal en un modelo de shock hemorrágico. En este estudio, 
se indujo shock hemorrágico (succionando la sangre a través de la carótida 
durante 10 minutos hasta obtener una presión arterial de 30 mmHg, perfundiendo 
seguidamente la sangre extraída durante 15 minutos y observando la evolución 
durante 75 minutos más. En este estudio la DDS (tobramicina 0.5 mg/ml y 
polimixina B 1 mg/ml) se administró por vía oral ad libitum durante 7 días. El cultivo 
microbiológico de las heces del grupo control (ratas no tratadas con DDS) reveló 
una flora polimicrobiana (Tabla 5) compuesta por bacterias Gram-negativas 
(Escherichia coli y Proteus spp) y Gram-positivas (Streptococci, S. aereus y 
Enterococcus), mientras que en las ratas tratadas con DDS los cultivos de heces 
revelaban ausencia de bacterias Gram-negativas y presencia de bacterias Gram-
positivas (Streptococci y Enterococcus) (Tabla 5).  
 
Nuestros resultados demostrando un 100% de animales descontaminados con 
DDS administrada ad libitum son acordes con los previamente descritos utilizando 
el mismo protocolo de administración y la misma duración de tratamiento (7 días) 
[203, 219]. Nuestros resultados añaden sin embargo, al conocimiento establecido 
que la administración durante aólo 1 día no es eficaz para descontaminar y que, 
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aunque el día 2 todos los animales se encuentran descontaminados, 3 de 8 sufren 
re-contaminación el día 3 , para resolver el estado de descontaminación 
posteriormente. Es, pues deseable, encontrar un protocolo de administración que 
sea eficaz en menos tiempo de duración del tratamiento. 
 
En relación a lo descrito se concluye que el régimen de DDS (tobramicina 0.5 
mg/ml y polimixina 1 mg/ml) administrado por vía oral ad libitum elimina las 
bacterias Gram-negativas de las heces de rata sin efecto sobre las bacterias 
Gram-positivas tras 7 días de tratamiento. 
 
 
Tabla 5. Ratio de las bacterias en heces de las ratas siete días después de recibir 
ad libitum  vehículo (control) o descontaminación digestiva selectiva del tracto 
digestivo (DDS) en el estudio de Kalke y cols [203] 
 
 Vehículo (Agua) DDS 
Proteus mirabilis 6/6 0/6 
Escherichia coli 6/6 0/6 
Streptocoocus sp. 4/6 6/6 
Staphylococcus sp. 3/6 4/6 
Enterococcus 2/6 4/6 
Anaerobios 2/6 2/6 
 
 
Las heces de todos los animales fueron recogidas y sembradas tanto en medios para bacterias 
aerobias como para las anaerobias. Los valores son el número de animales con cultivos positivos 





Nuestros resultados indican que con el régimen B, administrando una sola dosis 
diaria de DDS por sonda orogástrica (tobramicina 12 mg y polimixina E 30 mg 
disueltas en 1 ml y administradas mediante una sonda orogástrica 24 horas 
durante 7 días) se consiguió erradicar bacterias Gram.negativas tras la primera 
dosis (al día 1). No se observó re-contaminación en ningún caso (Tabla 3). 
 
Este protocolo de administración parece ser adecuado y cómodo para su 
utilización en modelos animales, ya que tras tan sólo una dosis  de DDS se 
alcanza el objetivo deseado. En nuestro conocimiento ningún estudio previo ha 





Nuestros resultados indican que con el régimen C, administrando dos dosis diarias 
de DDS por sonda orogástrica (tobramicina 6mg/ml y polimixina E 15mg/ml 
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administradas por sonda orogástrica cada 12 horas durante 5 días) 6/9 ratas al día 
1 y 9/9 al día 2 se descontaminan y se mantienen en este estado hasta el día 5 
(Tabla 4). 
 
El régimen C parece, pues, adecuado para conseguir el objetivo del tratamiento 
con DDS, aun cuando son necesarios 2 días de tratamiento. 
 
Este régimen se basó en el empleado por Horton y cols en el año 2007 [199] para 
demostrar que la aplicación de la DDS en modelo con quemadura e insulto séptico 
atenúa la respuesta inflamatoria y previene la bacteriemia. En este estudio, se 
quemó el 40% de la superficie corporal de la rata administrando seguidamente la 
solución de DDS (polimixina E, 15mg; tobramicina, 6mg; flucitocina, 100mg)  
durante 5 días cada 12 horas. Al quinto día se administró por vía intratraquel 
Klebsiella pneumoniae y observando la evolución 24 horas más. 
En otro estudio Horton y cols [198] en el año 2004 demostraron que la 
administración de DDS en un modelo de quemadura  atenúa la respuesta 
inflamatoria y la disfunción del miocardio. En este estudio se indujo la lesión por 
quemadura del  40% de la superficie corporal de la rata que durante 3 días previos 
y 24 horas después de la lesión por quemadura  fueron tratadas con una solución 
de DDS (polimixina E, 15mg; tobramicina, 6mg; flucitocina, 100mg disueltos en 3 
ml de agua) administrada por vía oral a través de una sonda orogástrica  cada 12 
horas. 
 
Sin embargo Horton y cols en ambos estudio mencionados no demostraron en sus 
estudios la erradicación de la flora bacteriana Gram-negativa (por ejemplo 
mediante cultivo de heces) sino que se basaron en los hallazgos encontrados por 
Yao y cols [196, 197] 
 
Nuestros resultados son similares a otros estudios [196-199, 203, 221] utilizando 
un protocolo de administración semejante a nuestro régimen C.  
 
Yao y cols. Demostraron que el pretratamiento con DDS atenúa la 
inmunosupresión causada por la lesión por quemadura, debido a una disminución 
de la translocación tanto de bacterias como de los componentes bacterianos. La 
DDS (tobramicina 6mg, polimixina E 15mg y flucitocina 100 mg disueltos en 3ml de 
agua) fue administrada por vía oral a través de una sonda orogástrica cada 12 
horas durante 3 días antes y 5 días después de la lesión por quemadura. Para 
evaluar el efecto de la DDS [196, 197] se tomaron muestras de heces al tercer día 
(previamente a la inducción de la lesión por quemadura) para el cultivo 
microbiológico. Los resultados revelaron que las ratas tratadas con DDS fueron 
descontaminados de lbacilos entéricos Gram-negativos (tablas 6 y 7).No tomaron 
muestras de heces durante los dos primeros días del tratamiento con DDS, por lo 








Tabla 6. Cuantificación de la flora fecal  
 
 Tercer día de tratamiento con DDS por vía oral 
 Control DDS 
Bacilos entéricos 6.28±0.81 Neg. 
Enterococos 6.46±1.83 6.90±0.96 
Anaerobios totales 8.78±1.06 8.85±0.66 
 
 
CFU: Unidades formadoras de colonias; DDS: Descontaminación digestiva selectiva; Neg: cultivo 
bacteriano negativo. Los valores son las medias ±SD log10 CFU/g. Seis animales por grupo, 
(adaptado de [197]). 
 
Tabla 7. Alteración de la flora fecal  
 
 Tercer día de tratamiento con DDS por vía oral 
 Control DDS 
Enterobacterias 4.276±0.422 Neg. 
Enterococos 4.832±1.389 4.338±0,898 
Hongos 4.014±1.096 Neg. 
Bacteroides 6.172±0.551 6.625±0.461 
Lactobacilos 6.432±0.515 5.827±0.726 
 
Adaptado de [196] 
 
Nuestros resultados indican que con nuestro régimen B (tobramicina 12mg y 
polimixina E 30mg disueltas en 1 ml y administradas mediante una sonda 
orogástrica estérilcada 24 horas durante 7 días) las enterobacterias aerobias 
Gram-negativas fueron erradicadas tras 24 horas de recibir tratamiento y se 
mantiene así hasta el séptimo día. 
 
 
Comparación de los diferentes regímenes 
 
Los tres regímenes son comparables pues los animales se mantuvieron bajo las 
mismas condiciones durante el experimento. La coprofagia puede explicar en parte 
la re-colonización, más probable si se utiliza  una dosis menor pero más frecuente  
(régimen C) que si se utiliza una dosis mayor aunque menos frecuente (régimen 
B), y la inconstante disminución de la CFU utilizando el régimen A. 
El empleo de la sonda orogástrica como se hizo con los protocolos B y C confiere 
la seguridad de que las ratas reciben la dosis exacta de antibióticos. 
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Consiguientemente, hemos observado un efecto constante y reproducible, en 
consonancia con los estudios previos utilizando este régimen [196, 197]. 
 
La limitación principal del Régimen A es que el volumen preciso de la solución de 
DDS/agua ingerido al día es desconocido. Esto podría explicar la curva inconstante 
de descenso del número de CFU mientras duró el tratamiento (Fig.1). Además, el 
efecto del régimen A en comparación con el régimen B y C es más tardío e 
inconstante durante el período de tratamiento con la DDS. Según la literatura, se 
puede estimar que las ratas de un peso alrededor de 300g beben entre 10 y 12 ml 
de agua al día. 
 
Nuestras observaciones así como los resultados previamente publicados [156, 
172] demuestran que la DDS debe preservar la flora intestinal anaerobia, porque 
su pérdida se asocia con sobrecrecimiento intestinal de candida y de bacilos 
entéricos Gram-negativos. 
 
Los estudios previos demuestran, en resúmen, que utilizando el régimen A 
(administración ad libitum de DDS) durante 7 días se consigue el objetivo del 
tratamiento  [156, 172], de acuerdo con nuestros resultados. 
 
Utilizando el régimen C, dos estudios han demostrado una adecuada 
descontaminación tras 3 días de tratamiento [196, 197], desconociéndose si el 
tratamiento es eficaz en puntos en el tiempo anteriores a los 5 días. Otro estudio 
utilizando el régimen C no documentó la erradicación adecuada de 
microorganismos [198, 199] .Nuestros resultados coinciden con los previamente 
publicados [196, 197],153, 154] y añaden el conocimiento de que probablemente 
sea suficiente la duración del tratamiento de 2 días para conseguir el objetivo, no 
siendo necesaria la administración prolongada. 
 
Finalmente, ningún estudio utilizó nuestro régimen B, que difiere del régimen c en 
la administración de una sola dosis diaria y una mayor dosis por administración. 
Este régimen parece, en nuestra experiencia, el más conveniente, pues consigue 
el objetivo en tan sólo 1 día (es decir, tras la administración de una sola dosis de 
DDS). 
 
Por tanto, nuestros resultados nos permiten concluirque el régimen B presenta, 
con respecto a otras formas de administración (regímenes A y C), las siguientes 
ventajas: 
 
i) la administración de una dosis exacta, en comparación con el protocolo A, cuya 
administración es ad libitum; 
 
ii) una dosis menos frecuente (cada 24 h), a diferencia del régimen C (cada 12 h); 
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La ventilación mecánica con VT elevado se asocia con inflamación e 
hiperpermeabilidad pulmonares (ventilator induced lung injury, VILI). Estudios previos 
han demostrado la asociación del daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica 
con daño sistémico (en órganos diferente del pulmón), debido a la liberación de 
citoquinas pro-inflamatorias a nivel sistémico (e.g., disfunción vascular, inflamación 
renal, hiperpermeabilidad intestinal [150, 222-225] 
Se desconoce el papel de las bacterias intestinales en la respuesta pulmonar y 
sistémica a la ventilación mecánica.  
En el presente estudio planteamos la hipótesis de que la microflora intestinal modula la 
respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica inducida por la ventilación mecánica.  
 
Objetivo 
Demostrar el efecto modulador de la DDS sobre la respuesta inflamatoria pulmonar y 
sistémica inducida por la ventilación mecánica. 
 
Material y métodos 
Ratas macho Sprague-Dawley, peso 300-350 gr, recibieron DDS (polimixina y 
tobramicina en agua) o placebo (vehículo) 24 horas antes de recibir ventilación 
mecánica durante 2,5 horas con una de dos estrategias:  
(i) VT = 9 ml/kg + PEEP = 5 cmH2O (VT Bajo, CONTROL); 
(ii) VT = 25 ml/kg + PEEP=0 cmH2O (VT Alto, VILI).  
Se estudiaron cuatro grupos de animales, según fueran tratados con DDS o con 
vehículo. : VT bajo-vehículo, VT bajo-DDS, VT alto-vehículo y VT alto-DDS.  
Durante el período de ventilación mecánica se monitorizó la presión arterial y la 
presión en la vía aérea. Al final del período de ventilación, los animales fueron 
sacrificados mediante exanguinación, y se obtuvieron muestras de sangre arterial para 
la determinación de gasometría, de suero y de tejido pulmonar e intestinal. 
En suero se realizaron determinaciones bioquímicas y de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1, 
IL-1β (ELISA) y endotoxina (test de lisado del amebocito Limulus Polyphemus).  
En tejido pulmonar e intestinal se determinó la concentración tisular de TNF-α, IL-6, 
MIP-2, MCP-1, (ELISA) y la expresión de los genes TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1, 
CXCR2, CCR2 (RT-PCR). En tejido pulmonar se midió además la concentración de IL-
1β (ELISA) y de TLR-4 (Western blot). 
También se extrajo lavado broncoalveolar (LBA) para la cuantificación de IgM y 
proteínas totales.  
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El pulmón izquierdo se fijó para posterior estudio histológico (Hematoxilina eosina y 
TUNEL). La determinación de proteínas y de la expresión de genes se realizó en el 
pulmón derecho 
Todos los procedimientos siguieron los principios de cuidado de animal de laboratorio 
(EU 86/609/CEE24-11, RD 1201/2005 BOE 10-10, ley 32/2007 BOE 7-11).  
Se compararon los grupos mediante ANOVA factorial analizando los efectos de la 
ventilación mecánica y del tratamiento con DDS. 
 
Resultados 
Efectos de la ventilación mecánica 
Las ratas que recibieron VT elevado mostraron hipotensión, disminución de la 
distensibilidad pulmonar e hipoxemia, así como un aumento de la concentración de 
proteínas e IgM en el LBA. 
En el tejido pulmonar, aumentó la concentración tisular de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1 
y de la expresión de sus genes correspondientes. La expresión génica de CXCR2 
disminuyó en animales que recibieron VT elevado. Asimismo, la concentración de TLR-
4 disminuyó. También se observaron alteraciones histológicas consistentes con la 
presencia de daño pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas) y de aumento 
de la apoptosis (TUNEL). 
En el suero, la ventilación mecánica con VT elevado aumentó la concentración de MIP-
2, en comparación con VT Bajo. 
En el tejido intestinal, la ventilación mecánica con VT elevado, en comparación con VT 
bajo, se asoció con una menor concentración de MIP-2 y una menor expresión del gen 
MIP-2. 
Efecto del tratamiento con DDS 
El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilación mecánica con VT     
bajo no se asoció a ningún cambio de la presión arterial, distensibilidad pulmonar, 
intercambio gaseoso, concentración de IgM o proteínas en LBA.  
En tejido pulmonar, se observó una tendencia (no significativa) a una mayor 
concentración de TNF-α, MIP-2 y MCP-1, en comparación con el grupo no tratado con 
DDS, y a una menor expresión génica (no significativa) de MIP-2 y MCP-1. 
En el suero, el tratamiento con DDS se asoció con una disminución de la 
concentración de TNF-α, IL-6 en comparación con el grupo no tratado.  
En el tejido intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una mayor 
concentración de IL-6, una menor concentración de MIP-2, y una menor expresión de 
los genes IL-6, MIP-2 y CXCR2. 
Efectos del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación 
mecánica  
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Los animales que recibieron ventilación mecánica con VT elevado, el tratamiento con 
DDS se asoció, en comparación con los animales que no recibieron DDS, con una 
atenuación en el aumento de la permeabilidad alveolocapilar y una atenuación de la 
respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar (menor elevación de la concentración 
tisular de TNF-α, IL-6 y MCP-1). 
En el suero, los efectos de la ventilación mecánica no se modificaron por el 
tratamiento con DDS. En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS no modificó la 
respuesta a la VM von VT elevado. 
 
Conclusiones 
El tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica 
asociada  a la VM utilizando volúmenes tidal elevados. Nuestros resultados 




El presente estudio constituye una investigación pionera sobre el efecto modulador de 
las bacterias intestinales sobre la respuesta inflamatoria inducida por la ventilación 
mecánica. 
Las hipótesis planteadas son las siguientes: 
1. La ventilación mecánica con VT elevado induce una respuesta inflamatoria tanto en 
tejido pulmonar como en órganos diferentes del pulmón. 
2. El tratamiento con DDS modula la respuesta del sistema inmune innato a la 
ventilación mecánica con VT elevado. 
 
3. Objetivos 
Los objetivos de este trabajo son los siguientes: 
1. Demostrar el efecto de la ventilación mecánica con VT elevado sobre: 
 La función cardiovascular  
 La mecánica respiratoria 
 La función pulmonar 
 La afectación de otros órganos 
 La respuesta inflamatoria y apoptótica en tejido pulmonar 
 La respuesta inflamatoria sistémica 
 La respuesta inflamatoria intestinal 
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2. Demostrar el efecto del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la 
ventilación mecánica sobre: 
La función cardiovascular  
 La mecánica respiratoria 
 La función pulmonar 
 La afectación de otros órganos 
 La respuesta inflamatoria y apoptótica en tejido pulmonar 
 La respuesta inflamatoria sistémica 
 La respuesta inflamatoria intestinal 
 
4. Material y Métodos 
Animales y grupos de estudio 
Se utilizaron ratas, Sprague-Dawley adultas, estirpes no consanguíneas y 
holoxigénicas, peso 300 g-350 g, criadas en el animalario del Hospital Universitario de 
Getafe, aclimatadas a ciclo día/noche de 12 horas, alimentadas con pienso purina y 
agua ad libitum. Cada animal fue separado del resto de los animales 24 horas antes 
de ser sometido a ventilación mecánica, estabulado de manera independiente, y 
acondicionado a un ambiente, alimento y bebida estériles. Los animales fueron 
aleatorizados en dos grupos (n=40 por grupo) para recibir tratamiento con 
descontaminación digestiva selectiva (DDS) (1 ml de solución compuesta por 
tobramicina 12 mg; polimixina E 30 mg) o vehículo (VEH) (1 ml de agua estéril) a 
través de una sonda orogástrica insertada al efecto. Se administró una dosis de DDS 
24 horas antes del período de la ventilación mecánica. La técnica de aleatorización 
(para la asignación al grupo DDS o vehículo) fue mediante un sistema de sobres 
cerrados. 
 
Técnica quirúrgica, grupos de estudio y monitorización 
Transcurridas 24 horas de la aleatorización y administración del tratamiento (DDS o 
VEH), los animales fueron premedicados con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y 
diazepam (5 mg/kg) por vía intraperitoneal (i.p.). Una vez conseguido el plano 
anestésico adecuado se obtuvo una muestra de exudado rectal mediante un hisopado 
(con el objeto de demostrar la eficacia del tratamiento con DDS administrado el día 
anterior). 
A continuación, se canalizó la vena femoral para el mantenimiento anestésico con 
perfusión continua de ketamina (50 mg/kg) y midazolam (8 mg/kg) a un ritmo de 10 
ml/kg/h (bomba de jeringa modelo Aladdin-1000, World Precision Instruments, UK). 
Según la necesidad  individual de cada animal, se administraron bolos suplementarios 
para mantener la sedación y adaptación a la ventilación mecánica.  
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A continuación se procedió a pesar y rasurar la parte ventral del cuello y de la pata, y 
el animal fue posicionado en decúbito supino sobre una placa térmica (Challoner 
Marketing Limited, UK). Se aplicó povidona yodadasobre la cara anterior del cuello, 
tórax y abdomen, y raíz de los miembros inferiores. Se canalizó la vena femoral 
derecha mediante un angiocatéter Abbocath 24G, que fue fijado con pegamento 
quirúrgico y utilizado para comenzar de forma inmediata la administración de la sedo-
analgesia descrita. 
Posteriormente, se practicó una incisión vertical de la parte ventral del cuello, se 
localizó, aisló y canalizó la traquea con angiocatéter Abbocath 14G, el cual fue 
conectado al ventilador (Babylog 8000 Plus Dráger, Lübeck, Alemania) a través de  un 
adaptador. Seguidamente, se canalizó la carótida izquierda con Abbocath 22G  con 
fijación proximal, que fue conectado a un monitor de presión arterial (Hewlett Packard, 
Model 66S, Ginebra, Suiza) a través de una llave de tres pasos para el registro 
continuo de presión arterial y extracción de muestras de sangre arterial. 
Tras el período de monitorización (canalización vascular, traqueostomía, conexión a la 
ventilación mecánica), los animales fueron ventilados durante un periodo de 
estabilización de 30 minutos utilizando los parámetros ventilatorios del grupo control 
(VT bajo) antes del inicio del período de ventilación mecánica de 2,5 h de duración 
utilizando la estrategia asignada según el proceso de aleatorización. 
Por tanto, los cuatro grupos experimentales fueron: 
VT Bajo-VEH 
VT Alto-VEH 
VT  Bajo-DDS 
VT Alto-DDS 
Los animales de ambos grupos (DDS o VEH) fueron aleatorizados de nuevo a t = -5 
min (justo antes del comienzo del período de ventilación mecánica de 2,5 h de 
duración) mediante un sistema de sobres cerrados, para recibir en t = 0 min (24 h tras 
la administración de DDS o VEH) ventilación mecánica con VT  Bajo (VT = 9 ml/kg + 
PEEP = 5 cmH2O, CONTROL) o ventilación mecánica con VT elevado (VT = 25ml/kg + 
PEEP = 0 cmH2O, VILI). 
A t = -5 min se obtuvo una muestra de sangre arterial para la medición de gases  
arteriales (5 min antes del comienzo del período de ventilación mecánica de 2,5 h de 
duración, ver más abajo). 
A t = 0 min se inició el período de 2,5 h de ventilación mecánica de acuerdo con el 
grupo asignado por aleatorización (VT Bajo o VT Alto). 
Tras 2,5 horas de ventilación mecánica, a t=150 minutos los animales fueron 
sacrificados mediante exanguinación a través de la arteria carótida. La sangre arterial 
extraída fue utilizada para medición de gases arteriales y obtención de suero para 
congelación a -80º y posteriores determinaciones bioquímicas (ver más abajo). A 
continuación, se realizó un lavado broncoalveolar (LBA). Finalmente, se practicó una 
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esternotomía para aislar el bloque cardiopulmonar y una laparotomía para la 
extracción de un segmento intestinal (ver más abajo). 
 
Cultivo microbiológico de los hisopados rectales 
La toma de muestras de heces se hizo inmediatamente antes y 24 horas después de 
administrar la DDS (justo antes del inicio del período de ventilación mecánica de 2,5 h 
de duración). Se introdujo un hisopo en el recto de la rata en condiciones higiénicas e 
inmediatamente se llevó la muestra al laboratorio de microbiología del Hospital 
Universitario de Getafe. Para el aislamiento y diferenciación de los bacilos Gram-
negativos, la muestra fue sembrada en una placa de agar eosina-azul de metileno y se 
incubó durante 48 horas a 37ºC. Finalizado el proceso, se hizo un recuento 
semicuantitativo de colonias según la valoración de Leonard  (ver Material y Métodos 
del capítulo 1, pág.33)  
Mediciones 
Parámetros hemodinámicos 
En los cuatro grupos de animales se realizaron las determinaciones que se detallan a 
continuación. Se recogieron las diferentes variables a t = -5 min y transcurridos los 0, 
15, 30, 60, 90, 120 y 150minutos tras el inicio del período de ventilación mecánica de 
2,5 h de duración. Se registraron la frecuencia cardiaca (FC) y la presión arterial 
sistémica media (PAM) en un equipo para monitorización cardiovascular 71034 
Hewlett packard (model 66s, Ginebra, Suiza). La FC se midió en latidos por minuto 
(lpm), y la PAM en mm Hg. 
 
Parámetros gasométricos y ventilatorios  
Se registró la presión pico en la vía aérea (peak inspiratory pressure [PIP], el volumen 
corriente (VT) y el volumen minuto (VM) a t = -5, 0, 15, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos, 
medidos por los traductores del respirador, así como la distensibilidad (compliance) 
dinámica (CDYN) y la resistencia de la vía aérea (RVA), calculadas por el respirador. 
Se midieron el pH, el bicarbonato arterial y las presiones parciales de O2 y CO2, y la 
saturación de O2 en muestras de sangre arterial obtenidas a t = -5 min y t = 150 min, 
utilizando un analizador de gases en sangre (Gem Premier 3000 pH/Blood Gas 
Analizer, Instrumentation Laboratory, Barcelona, Spain). 
El bicarbonato se midió en mEq/L, PaO2 y PaCO2 se midieron en mmHg, SatO2 se 
midió en %, PIP en cm H2O, VM en L/min, CDYN en ml/cm H2O y RVA en cm H2O/L/s. 
 
Procesamiento de los fluidos y tejidos extraídos 
Lavado bronco alveolar 
Tras abrir la caja torácica por la línea media ambos pulmones se lavaron a través del 
catéter 14G conectado a la traquea con 10 ml de suero salino a 4ºC. Se recogieron 
aproximadamente 8 ml de lavado broncoalveolar (LBA), que fueron inmediatamente 
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centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos a 4º C. El LBA libre de células se utilizó 
para la determinación de proteínas y de IgM. 
Suero fresco 
Parte de la sangre recogida en el momento final del experimento fue recogida en tubos 
con EDTA  para la determinación inmediata de parámetros bioquímicos (concentración 
de lactato, glucosa, urea, creatinina, sodio; y actividad enzimática de alanino 
aminotrasferasa [GOT], aspartato aminotransferasa [GPT], lactato deshidrogenasa 
[LDH], y creatina kinasa [CK]. 
Suero congelado 
Al final del experimento se extrajo a través de la carótida la máxima cantidad de 
sangre posible (7-10 ml). Una parte de esta se recogió en un tubo con gelatina 
(vacutest kima srl 3,5 ml ARZERGRADE-ITALY) y se guardó en frío mientras se 
continuaba con el proceso de recogida de muestras. Seguidamente fue centrifugado a 
3500 rpm a 4ºC durante 10 minutos (Biofuge 22R Heraeus instruments Germany). El 
suero fue recogido y alicuotado en tres criotubos (400 µL en cada criotubo, 
aproximadamente) y congelado inmediatamente en nitrógeno líquido a -80ºC. Una 
hora después, las muestras fueron almacenadas a -80ºC hasta la cuantificación de 
proteínas totales, citoquinas y quimioquinas. 
Plasma 
La colección del plasma se llevó a cabo con material apirógeno. Se separó  una 
pequeña cantidad de la sangre total extraída al final del experimento (unos 2 ml), que 
fueron alicuotados en tubos de 3 ml que contienen heparina sódica (15-30 UI/ml). Las 
alícuotas fueron centrifugadas durante 10 minutos a 3000 rpm, con el fin de obtener 
plasma, que fue inmediatamente congelado a -80ºC hasta su procesamiento y 
determinación de LPS. 
Tejido pulmonar  
Después de practicar el LBA, el lóbulo inferior del pulmón derecho se congeló 
inmediatamente en nitrógeno líquido. Una hora después las muestras fueron 
almacenadas a -80ºC hasta el momento de realizar las diferentes determinaciones 
(cuantificación de proteínas y expresión génica).  
Intestino 
Se seccionó un segmento de ileon distal (2 cm a partir de 1 cm después de la válvula 
ileocecal), que fue lavado cuidadosamente con suero salino frío y congelado en 
nitrógeno líquido. Una hora después se guardó a -80ºC hasta el momento de realizar 
las diferentes determinaciones (cuantificación de proteínas y expresión génica). 
 
Cuantificación de LPS en plasma 
La presencia de LPS plasma se evaluó con el test de lisado de amebocitos de Limulus 
Polyphemus (LAL). Para hacer una estimación límite o semicuantitativa usamos el 
método colorimétrico de punto final. Este método se fundamenta en el empleo de un 
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sustrato cromogénico sintético incoloro. El sustrato  está compuesto por un pequeño 
péptido unido por la arginina C-terminal a una molécula de cromóforo p-nitroanilina 
(pNA). Una vez activada la cascada del LAL, la enzima coaguladora provoca la 
liberación de la molécula de pNA de color amarillo. El desarrollo del color amarillo es 
proporcional a la concentración de endotoxina en la muestra. La reacción se detiene al 
adicionar ácido acético, pudiéndose medir su absorbancia a 405 nm. El método 
cromogénico permite estimaciones cuantitativas. La concentración de endotoxina 
puede determinarse a partir de una curva patrón. 
Para su análisis, las muestras de plasma se descongelaron, se centrifugaron durante 
20 minutos y se diluyeron a la mitad con agua libre de endotoxina. Seguidamente se 
calentaron las muestras a 75ºC y se la temperatura 5 minutos para eliminar el efecto 
inhibidor del plasma en la reacción de LAL. Después de enfriarse a temperatura 
ambiente (20-25ºC) se cuantificó la endotoxina siguiendo las recomendaciones y las 
instrucciones del Kit de Elisa (Hycult biotech, HIT302). Para su correcta valoración se 
preparó una curva patrón (0-10EU/ml) según las instrucciones del manufacturador. 
Protocolo 
Antes de comenzar el ensayo todos los reactivos se acondicionaron a temperatura 
ambiente (20-25ºC) 
En una placa de poliestireno de 96 pocillos se preparó una curva patrón de LPS con 
un rango de  (0-10EU/ml) según las instrucciones del fabricante. En paralelo se 
distribuyó por duplicado 50µl de las muestras de plasma en los pocillos asignados 
para estos, seguidamente se añadió 50µl de LAL ( sustrato reconstituído con 4ml de 
ALE), y se dejó encubar durante 30 minutos a temperatura ambiente protegido de la 
luz.Transcurrido el tiempo de reacción se leyeron las placas en un espectrofotómetro a 
405 nm. 
 
Extracción de proteínas totales de los tejidos 
El lóbulo inferior derecho del pulmón congelado se homogeneizó por el método de  
perlas de cerámica, basado en la ruptura y molienda del tejido ocasionadas por la 
agitación de las perlas de cerámica, a un ritmo de tres veces cada 30 segundos, con 
períodos de descanso de tres minutos, a 4ºC con el fin de evitar la desnaturalización 
de proteínas.  
Para este proceso de homogeneización se utilizó el MagNA lyser (MagNA lyser Green 
Beats -Roche). Antes de homogeneizar el tejido en el MagNAlyser se adicionó un 
tampón de lisis que consiste en una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete 
Protease Inhibitor Cockail tablets 1X -Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 
Germany) y un detergente compuesto por 25 mM de bicina y cloruro de Sodio 150 mM 
T-PER (Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific E.U). El 
homogenado se guardó por 30 min a 4ºC, se recolectó la fracción del sobrenadante y 
se centrifugó a 10000 rpm durante 10 minutos a 4ºC para su posterior uso en Western 
blots y ELISAs. 
 
 Capítulo 2 
88 
 
Cuantificación de proteínas totales 
La cuantificación de proteínas por el método del ácido bicinconínico (BCA) es un 
método altamente sensible [226].  
Principio 
BCA, en la forma de su sal de sodio soluble en el agua, es un reactivo altamente 
sensible y específico para el ión Cu1+. Se ha demostrado que la cisteína, cistina, 
triptófano, tirosina y el enlace peptídico son capaces de reducir el Cu+2 a Cu+1 
(Wiechelman 1988). La cuantificación por BCA se combina con la Reacción de Biuret 
(Reacción de la proteína con Cu+2 en un medio alcalino para producir Cu+1). El 
producto de la reacción presenta un color púrpura, formado por la interacción de dos 
moléculas de BCA con el ión Cu+1, es soluble en agua y exhibe una fuerte absorbancia 
a 562 nm. Esto permite la cuantificación espectrofotométrica de proteínas en solución 
acuosa. 
                                                              OH- 
                         Proteína + Cu2+                 Cu1+ 
 
 
                         Cu1+ + BCA                               Complejo púrpura BCA-Cu1+ 
 
 
El contenido en proteínas totales se determinó en el LBA, en el suero y en el tejido 
pulmonar a partir de una reacción colorimétrica con BCA (Pierce BCA Protein Assay 
Kit, Thermo scientific, Rockford USA), empleando el ensayo de diagnóstico comercial 
de Pierce. 
Se utilizó una curva patrón de albúmina de suero bobino (BSA) con concentraciones 
de 0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 µg/ml). Las muestras se analizaron sin 
diluir. Tras añadir el reactivo de BCA, se incubaron las muestras y el estándar durante 
30 minutos a 37ºC, y se midió la absorbancia entre 540-590 nm en un 
espectrofotómetro (F 129024- TECAN Genious plus, Australia). La cuantificación de la 
concentración de proteínas de las muestras se realizó mediante regresión lineal e 
interpolación de las absorbancias (540-590 nm) de las muestras de la curva patrón. 
  
Cuantificación de la IgM en el lavado bronco alveolar 
La Inmunoglobulina M (IgM) es la más grande de los cinco isotipos de inmunoglobulina 
(G, A, M, E, D) presente en mamíferos, constituyendo el 6% de la población presente 
en sangre. 
Uno de los métodos para determinar el grado de compromiso de la membrana 
alveolocapilar consiste en el análisis del líquido obtenido del LBA. En condiciones de 
alteración de la permeabilidad de la membrana alveolocapilar, aumenta el paso de 
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moléculas grandes desde el espacio intravascular al espacio intraalveolar por difusión 
pasiva.  
Para la cuantificación de IgM  en el LBA se usó el kit de ELISA para IgM (Rat IgM 
quantification ELISA kit, Immunology Consultants Laboratory ICL U.S.A). Para la 
correcta valoración se preparó una curva patrón con un estándar comercial de IgM (0, 
31.25, 62.5, 125, 250, 500 y 1000 ng/ml. 
 
Principio 
Se emplearon 12  placas de 8 pocillos. En este ensayo todos los pocillos de la placa 
estaban impregnados con anticuerpos anti-IgM de rata. 
Se basa en el principio del ELISA sandwich doble anticuerpo. En este ensayo, la IgM 
presente en las muestras reaccionan con los anticuerpo anti-IgM que están adheridas 
a la superficie de los pocillos de la placas de poliestireno. Seguidamente se eliminan 
de la placa las proteínas que no se unieron mediante lavados, para luego adicionar los 
anticuerpos conjugados con la peroxidasa horseradish (HRP- Horseradish 
peroxidase). Estos anticuerpos marcados con el enzima forman complejos con la IgM 
que previamente se unieron a los anticuerpos anti-IgM adheridos a la placa. 
Seguidamente se procedió a realizar lavados para luego adicionar el susbtrato 
cromogénico 3,3´,5,5´-tetrametilbencinina (TMB). Este substrato interaccionará con el 
complejo Anti-IgM-HRP*IgM*Anti-IgM. La cantidad de la unión enzimática dependerá 
de la concentración de IgM de la muestra analizada. Se midió la absorbancia de las 
muestras analizadas a 450 nm para evaluar la concentración de IgM en las muestras. 
Los valores de absorbancia obtenidos de las muestras se interpolaron con la curva 
estándar construída con los estándares, proporcionando una medida relativa de la 
concentración de IgM. Además se corrigieron por el factor de dilución. 
 
En resumen, La determinación de Ig M en el LBA se hizo por duplicado, utilizando 100 
µl de muestra. La IgM presente en el LBA se une a los anticuerpos anti-IgM 
absorbidos a la superficie de los pocillos de la microplaca. A continuación, se incuba 
con anticuerpos anti-IgM conjugados con peroxidasa. Finalmente se añade el 
substrato cromogénico 3,3´, 5,5´-tetrametilbencidina (TMB) en presencia de H2O. La 
reacción enzimática se detiene con una solución de ácido sulfúrico y la formación de 
producto amarillo se mide a 450 nm. La concentración de anticuerpos en la muestra es 
proporcional a la absorbancia del producto de reacción. 
 
Cuantificación de citoquinas en suero, tejido pulmonar y tejido intestinal  (IL-6, 
MCP-1, MIP-2, TNFα  y IL-1β) 
IL-6 
Se homogenizó aproximadamente 50 mg de tejido pulmonar e intestinal. El suero y los 
homogenizados de tejido previamente se diluyeron a la mitad. La determinación de IL-
6 tanto en el plasma como en el homogeneizado del pulmón y del intestino se hizo por 
 Capítulo 2 
90 
 
duplicado y se usó el mismo volumen de muestra (200 µl). Para la cuantificación se 
usó el kit de ELISA para rata IL-6 (R&D Biosystems, Minneapolis, USA). Para la 
correcta valoración se preparó una curva patrón (2000-62.5 pg/ml). Se utilizó una 
curva patrón de IL-6 (62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 pg/ml). 
Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos unidas a anticuerpos monoclonales 
anti-IL-6 de rata. La placa se incubó durante 2 horas a Temperatura Ambiente (TA). 
Después se lavó la placa con PBS/Tween-20 0.05% (v/v) para eliminar las proteínas 
que no se unieron, para a continuación volver a incubar durante 2 h a TA con un 
segundo anticuerpo policlonal anti-IL-6 unido a una peroxidasa, los cuales se unen a 
los anticuerpos IL-6 previamente anclados a la placa. Después de este periodo se 
vuelve a lavar para remover los anticuerpos que no se unieron, para posteriormente 
incubar con una mezcla de peróxido de hidrógeno y TMB. Dicho reactivo se preparó 
15 minutos antes de usarlo. La reacción se paralizó al adicionar ácido clorhídrico 
diluido y se leyó a una absorbancia de 450 nm en el lector de placas F129024 
(TECAN, Genious plus, Australia). La cuantificación de la concentración de IL-6 de las 
muestras se realizó mediante regresión lineal e interpolación de las absorbancias (450 
nm) de las muestras de la curva patrón. 
 
MCP-1 
La determinación de MCP-1 en plasma y homogeneizado de tejido pulmonar e 
intestinal se hizo por duplicado, utilizando el mismo volumen de muestra. El plasma y 
el homogeneizado previamente se diluyeron cuatro veces. 
La cuantificación se llevó a cabo con un ELISA, utilizando el kit  de inmunoensayo 
para rata JE/MCP-1 (R&D Biosystems, Minneapolis, USA). Se emplearon placas de 96 
pocillos. Se utilizó una curva patrón de MCP-1 con un rango de (15.6, 31.2, 62.5, 125, 
250, 500, 1000 pg/ml) 
Se vertió a cada pocillo 50 µl de la muestra y 50 µl de las distintas concentraciones 
para la curva patrón (500 -15.6 pg/ml) y se mezcló con 50 µl de PBS/FBS al 10% (v/v). 
Las muestras fueron incubadas durante 2 h a TA en esta placa cuyos pocillos 
estuvieron unidos a anticuerpos monoclonales JE/MCP-1 de rata. Seguidamente, se 
lavó con PBS/Tween-20 0.05% (v/v) para descartar las proteínas que no se unieron. 
Posteriormente, la placa fue incubada por 2 h a TAcon un segundo anticuerpo 
policlonal JE/MCP-1 anti-rat unido a una peroxidasa que se unirán a MCP-1 
previamente unida a los anticuerpos que cubrían la placa. A continuación se procedió 
a lavar para desprender de los anticuerpos que no se unieron, y seguidamente se 
incubó 30 minutos con una mezcla de peróxido de hidrógeno y TMB, reactivo que se 
preparó 15 minutos antes de ser utilizaado. La reacción se paralizó con una solución 
de ácido clorhídrico diluida y se leyó a 450 nm en un lector e placas F129024 (TECAN, 
Genious plus, Australia). La cuantificación de la concentración de MCP-1 de las 
muestras se realizó mediante regresión lineal e interpolación de las absorbancias (450 
nm) de las muestras de la curva patrón. 
 




La determinación de MIP-2 en plasma y homogeneizado de tejido pulmonar e 
intestinal se hizo por duplicado. Se utilizó el mismo volumen de muestra. El plasma y 
los homogeneizados de tejido e intestino no se diluyeron. 
El MIP-2 se cuantificó mediante un ELISA, utilizando un kit de inmunoensayo 
Quantikine ELISA CINC-3 para rata (R&D Biosystems, Minneapolis, USA). Se 
emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos. Para la correcta valoración se utilizó 
una curva patrón de MIP-2 31.2, 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml. 
Se vertió a cada pocillo 50 µl de la muestra y 50 µl de las distintas concentraciones 
para la curva patrón (1000 -31.2 pg/ml) y se mezcló con 50 µl de PBS/FBS al 10% 
(v/v). Las muestras fueron incubadas durante 2 h a TA en esta placa cuyos pocillos 
estuvieron unidos a anticuerpos monoclonales CINC-3/MIP-2 de rata. Seguidamente 
se lavó con PBS/Tween-20 0.05% (v/v) para descartar las proteínas que no se 
unieron. A continuación, la placa fue incubada por 2 h a TA con un segundo anticuerpo 
policlonal CINC-3/MIP-2 anti-rat unido a una peroxidasa, que se unirá a MIP-2 
previamente unida a los anticuerpos que cubrían la placa. Después, se procedió a 
lavar para desprender los anticuerpos que no se unieron y seguidamente se incubó 30 
minutos con una mezcla de peróxido de hidrógeno y TMB, reactivo que se preparó 15 
minutos antes de utilizarlo. La reacción se paralizó con una solución de ácido 
clorhídrico diluida y se leyó a 450 nm en un lector de placas F129024 (TECAN, 
Genious plus, Australia). La cuantificación de la concentración de MIP-2 de las 
muestras se realizó mediante regresión lineal e interpolación de las absorbancias (450 
nm) de las muestras de la curva patrón. 
 
TNF-α 
La determinación de TNF-α en plasma y homogeneizado de tejido pulmonar e 
intestinal se hizo por duplicado, utilizando el mismo volumen de muestra. El plasma y 
el homogenizado previamente se diluyen a la mitad. 
La cantidad de TNF-α se evaluó por ELISA. Para la cuantificación se utilizó un kit de 
Inmunoensayo-ELISA Quantikine para TNF-α (R&D Biosystems, Minneapolis, USA). 
Para la correcta valoración se utilizó una curva patrón de MIP-2 con un rango de 31.2, 
62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml. 
Se utilizó una placa de poliestireno de 96 pocillos, cuya superficie estaba unida a un 
anticuerpo monoclonal anti TNF-α. Se vertió 50 µl de muestra y 50 µl de las diluciones 
de TNF-α para la curva patrón a los pocillos  y se mezcló con 50 µl de PBS/FBS 10% 
(v/v). Las muestras se incubaron 2 h a TA luego se lavaron con PBS/ Tween-20 0.05% 
(v/v) para eliminar proteína que no se unió. Seguidamente, se adicionó un segundo 
anticuerpo policlonal anti TNF-α unido a una peroxidasa, que se une a TNF-α 
previamente unido a los anticuerpos de placa. A continuación, se procedió a lavado de 
la placa para descartar los anticuerpos que no se unieron, para posteriormente 
adicionar una mezcla de peróxido de hidrógeno y TMB. Este reactivo se preparó 15 
minutos antes de la reacción. Finalmente, la reacción se paralizó con una solución de 
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ácido clorhídrico diluido. Se realizó la medida espectrofotométrica a 450 nm en un 
lector de placas. F129024 (TECAN, Genious plus Australia). La cuantificación de la 
concentración de TNF-α de las muestras se realizó mediante regresión lineal e 
interpolación de las absorbancias (450 nm) de las muestras de la curva patrón. 
 
IL-1β 
La determinación de IL-1β en plasma, BAL y homogeneizado de tejido pulmonar se 
hizo por duplicado, utilizando el mismo volumen de muestra. Se hizo una dilución de 
1/10 en el plasma. En en el homogeneizado de tejido pulmonar no se hizo dilución. 
Para la correcta valoración se utilizó una curva patrón de IL-1β (31.2, 62.5, 125, 250, 
500, 1000, 2000 pg/ml). 
La cantidad de IL-1β se evaluó por ELISA. Para la cuantificación se utilizó un kit de 
Inmunoensayo-ELISA Quantikine para IL-1β (R&D Biosystems, Minneapolis, USA).  
Se utilizó una placa de poliestireno de 96 pocillos, cuya superficie estaba unida a un 
anticuerpo monoclonal anti IL-1β. Se vertió a los pocillos 50 µl de muestra y 50 µl de 
las diluciones de IL-1β para la curva patrón y se mezcló con 50 µl de PBS/FBS 10% 
(v/v).  
Las muestras se incubaron 2 h a TA. A continuación, lavaron con PBS/ Tween-20 
0.05% (v/v) para eliminar proteína que no se unió. Seguidamente, se adicionó un 
segundo anticuerpo policlonal anti IL-1β unido a una peroxidasa que se une a L-1β 
previamente unido a los anticuerpos de la placa. Posteriormente, se procedió a lavado 
de la placa para descartar los anticuerpos que no se unieron, y se adicionó una 
mezcla de peróxido de hidrógeno y TMB.  
Este reactivo se preparó 15 minutos antes de la reacción. Finalmente, la reacción se 
paralizó con una solución de ácido clorhídrico diluido. Se realizó la medida 
espectrofotométrica a 450 nm en un lector de placas (F129024 TECAN, Genious plus, 
Australia). La cuantificación de la concentración de IL-1β de las muestras se realizó 
mediante regresión lineal e interpolación de las absorbancias (450 nm) de las 
muestras de la curva patrón. 
 
Semicuantificación de TLR-4 por electroforesis y Western blot 
Las proteínas del tejido pulmonar fueron extraídas y su concentración se determinó 
mediante el ensayo de BCA (ver Capítulo 2, puntos 4.9 y 4.10). Según la 
concentración obtenida se calculó el volumen de muestra a cargar en el gel para 40 µg 
de proteínas.  
Se separó 40 µg de proteínas por electroforesis en gel de poliacrilamida con 
dodecilsulfato sódico unidimensional (poliacrilamida 40%, TrisHCl 1M pH 8.8, SDS 
10%, persulfato de amonio 10%, TEMED), siendo el gel concentrador del 5% y el 
separador del 8% de acrilamida. Se cargó en los pocillos del gel cada muestra. Se 
aplicó un voltaje de 150 V y 0,6 A durante una hora en una cámara fría. 
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Transcurrido la hora de desarrollo electroforético, las proteínas fueron transferidas a 
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratorios, Hercules, Germany CA). La 
transferencia se desarrolló a 150 V, 0.4 A, durante 1,5 h, en frío y con tampón de 
transferencia compuesto por Tris-HCl 25 Mm pH 7.4, glicina 190 Mm y metanol al 20% 
(v/v).  
Una vez realizada la transferencia, las membranas fueron incubadas en tampón de 
bloqueo [leche al 5% (p/v) disuelta en PBS y Tween-20 al 0,1% (v/v)] durante 2 horas 
a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se adicionó el anticuerpo primario anti 
TLR-4 (anticuerpo monoclonal anti TLR-4 desarrollados en ratón por Abcam 
[76B357.1]. United Kingdom) a una dilución de 1:500 en el tampón de lavado [PBS con 
Tween-20 al 0,1% (v/v)] y se incubó durante la noche a 4ºC. 
Las membranas fueron incubadas en tampón de lavado más el anticuerpo  secundario 
anti-mouse IgG conjugado a peroxidasa  (Cell Signaling technology [#7076]), a una 
dilución (1:1000) en el tampón de lavado durante 2 horas a TA. Posteriormente, tras 
una seie de lavados, la señal fue revelada por quimioluminiscencia, incubando la 
membrana 5 minutos en oscuridad con ECL (Millipore, Billerica, MA). Seguidamente, 
se colocó la membrana rápidamente entre dos plásticos lisos inmovilizados y se 
introdujo en la máquina reveladora. Se repitieron las exposiciones a diferentes 
tiempos, para conseguir la intensidad correcta. 
La semicuantificación  se hizo por densitometría usando un programa Quantity One 
(Bio- Rad Laboratorios Hercules, USA). 
Para verificar la cantidad de proteína cargada, las membranas fueron incubadas 
durante 30 minutos, a TA y agitación constante en la solución de stripping (Glicina 1M 
pH 2,5 [Cf=200 mM] 10mL, SDS 20% 2ml y Agua destilada 38 ml) para desmontar los 
anticuerpos añadidos a la membrana. Posteriormente, se lavó 3 veces por 10 minutos 
a TA con el tampón de lavado. A continuación, se bloqueó de nuevo 1 hora a 
temperatura ambiente en agitación con la solución de bloqueo. Se incubó con el 
anticuerpo  monoclonal primario anti β- actina (anticuerpo monoclonal β-actina 
desarrollado en ratón, Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.) a una concentración de 1µg/ml. 
 
Análisis de expresión de genes de las citoquinas:IL-6, MCP-1, MIP-2, TNF-α, 
CCR2 y CXCR2 en tejido pulmonar e intestinal (RT-Q-PCR a tiempo real) 
Extracción y Cuantificación del RNAm 
Para aislar el RNA en tejido pulmonar (muestra de lóbulo inferior derecho) se utilizó el 
RNeasy Mini kit (Quiagen, Hilden,Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante.  
Se pesó aproximadamente 50 mg de tejido pulmonar congelado y se introdujo, junto 
con 600 μl del tampón de lisis β- mercaptoetanol:Tampon RLT plus (1:100), en el 
interior de un tubo con perlas de cerámica. Estos tubos se colocaron en el interior de 
un aparato MagNAlyser (Rochediagnostics GmbH Mannhein, Germany).   
El homogenizado se centrifugó por un minuto  a 130000 rpm a 4ºC y el sobrenadante  
se transfirió a una columna para eliminar el DNA genómico proporcionado por el 
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fabricante. A continuación se procedió a centrifugado a 8000 g durante 30 segundos a 
4ºC.  
El eluído se mezcló con etanol al 70% y esta solución se transfirió a una columna 
RNase spin que retiene el RNA en la membrana. Posteriormente, se centrifugó 30 
segundos a 8000 g a 4ºC, hasta que todo el fluido atraviesa la columna  y se descarta 
el eluído.  
La columna se lavó y se trató con un kit RNasa libre de DNAsa (Quiagen, Hilden, 
Germany) durante 20 minutos, para eliminar alguna traza de DNA que contamine la 
muestra. Seguidamente, se lavó varias veces y la columna se centrifugó 1 minuto  a 
16000 g para eliminar posibles trazas de DNA. Finalmente, se añade a la columna  40 
µl de agua libre de RNasa para obtener en el eluído el RNA. 
Para la valoración de la concentración y pureza del RNA, se realizó una lectura 
espectofotométrica por duplicado a 260 y 280 nm (espectrofotómetro NanoDrop ND-
1000, Nano Drop Technologies Inc, Wilmington, DE). 
La lectura a 260 nm permitió calcular la concentración del ácido nucleico en la muestra 
(1 unidad de DO corresponde a una concentración de 40 ug/ml de RNA) 
La relación entre absorvancia A260/A280 indica el grado de pureza de la muestra. 
Cuando la relación entre 1,8-2,1 es un indicativo de un buen grado de pureza de RNA. 
280 nm es el pico de absorción de las proteínas o del fenol. Se considera que una 
relación de 1,9-2,1 es indicativa de un buen grado de pureza de RNA (Sambrook y 
cols. Manual de laboratorio: Clonación molecular. Cold Spring Harbor Laboratory. 1989 
4ta edición) 
 
Transcripción reversa (síntesis de cDNA) 
La transcripción reversa fue realizada usando 1 µg de RNA total  y siguiendo las 
instrucciones del kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptions (Applied Biosystems. 
USA).  
En primer lugar, se preparó una solución a una concentración 2x de la Reverse 
Transcriptions Master Mix, cuyos componentes se reflejan en la tabla 1.  
Se utlilizó una placa de 96 pocillos. Se vertió 10 µL a cada pocillo de la Reverse 
Transcriptions Master Mix 2x y 10 µl de la muestra de RNA total, con un volumen final 
de 20 µl. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador. La PCR se programó 
con las siguientes condiciones: 25ºC 10 minutos y 37ºC 120 minutos. Se detuvo la 
reacción inactivando la enzima a 85ºC 5 minutos. El cDNA resultante se guardó a -











Tabla 1. Componentes  la de Transcripción Reversa Master Mix 
Componentes Volumen /Reacción (µL) 
Buffer RT 10X 2.0 
dNTP Mix (100Mm) 25X 0.8 
RT Random Primers 10X 2.0 
Transcrptasa reversa MultiScribe
TM 1.0 
Inhibidor de la RNasa 1.0 
Agua libre de nucleasas 3.2 





Análisis de la expresión génica mediante PCR cuantitativa (qPCR) en tiempo real 
Para estos ensayos, se partió del cDNA obtenido según se explica en el apartado 
anterior. Para la qPCR en tiempo real se utilizaron los siguientes ensayos diseñados y 
validados por TaqMan Gene Expresión Assay (Applied Biosystems, USA): MCP-1 
(Rn00580555_m1), TNF-α (Rn01525859_g1), CCL2 (Rn00580555_m1), IL-6 
(Rn99999011_m1), CCR2 (Rn01637698_s1), CXCR2 (Rn02130551) y para el gen 
normalizador 18S (Hs99999901_s1). 
Una vez preparada la mezcla de reacción (Tabla 2), las reacciones se llevaron a cabo 
en un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, USA). Se 
utilizó un sistema de detección basado en colorantes fluorescentes acoplados a las 
sondas (6FAM para los genes de citoquinas y VIC® para el gen normalizador). La 
qPCR se programó con las siguientes condiciones de reacción: 50ºC 2 minutos y 
desnaturalización y activación del AmpliTaq Gold, UP(UltraPure) enzyme a 95ºC 10 
minutos, 40 ciclos de desnaturalización a 95ºC 15 segundos, anillamiento a 60ºC 60 
segundos.  
Los resultados es analizaron por el método del CT comparativo   (∆∆CT) (Livak 2001), 
normalizando con los niveles de expresión de 18s mediante el software 7500 Fast 
Real-Time PCR system (Version 2.01) (USA). Los datos finales fueron representados 
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Tabla 2. Mezcla de Reacción para la Q-PCR 
Componentes de 
Reacción 
Volumen por 50 µl 
de muestra 





Expression Master Mix 
(2x) 
25.0 10.0 1X 
Forward primer 5.0 2.0 50-900 nM 
Reverse primer 5.0 2.0 50-900 nM 
TaqMan probe 5.0 2.0 50 a 250 nM 
Muestra de DNA 5.0 2.0 10 a 100 ng 
Agua 5.0 2.0 - 
Total 50.0 20.0 - 
 
 
Análisis histológico de los pulmones 
Se practicó una esternotomía para aislar el bloque cardiopulmonar. El bronquio 
izquierdo se disecó y se canalizó con un Abbocath 16G para instilar formaldehído al 
4%. Seguidamente,  se sumergió el pulmón izquierdo en un envase con formaldehído 
al 4% y se guardó a TA durante 48 horas. 
 Protocolo 
a) El tejido se fijó en formaldehído al 4% como previamente se ha descrito. 
b) El tejido se cortó transversalmente en tres secciones de 3 mm de espesor (al 
nivel del hilio, inmediatamente por encima e inmediatamente por debajo). 
Posteriormente, la muestra fue deshidratada con alcoholes escalonados en 
graduación creciente (60%, 65%, 95% y alchohol absoluto). 
c) Se eliminó el alcohol del tejido mediante xileno. 
d) Se incluyó e infiltró el tejido en parafina. La temperatura no excedió los 58ºC. 
e) Se cortó en secciones de 7 µm y se montó sobre un portaobjetos de cristal 
limpio. Se aplicó una capa de adhesivo o un agente sustitutivo como la poli-L-
lisina, que mejora la adherencia del tejido. 
f) Se secó al aire entre 12 a 24 horas a TA  toda la noche a 37ºC. 
g) Las secciones se tiñeron con hematoxilina-eosina (HE). 
 
Tinción con HE 
Existen múltiples variantes de tinción con HE, según se emplee un tipo u otro de 
eosina y de hematoxilina (p.ej., Harris). Por lo común, este método siempre consta de 
una fase inicial, en la que se colorean los núcleos celulares con la hematoxilina, y una 
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fase ulterior de contraste citoplasmático y de los componentes extracelulares con la 
eosina. 
Resultados: 
• Núcleos: azul negro. 
• Eritrocitos: de naranja a rosa. 
• Estructuras restantes: de rosa a rojo. 
 
Se eligieron diez campos de cada sección, que fueron analizados por el patólogo 
mediante microscopio óptico (Nicon Eclipse 80i microscopy). Para cuantificar el daño 
pulmonar se empleó un índice basado en trabajos precedentes de Muscedere y 
Kavanagh [89] según ha sido utilizado previamente por nuestro grupo. Este índice se 
basa en el hallazgo de necrosis de neumocitos tipo I y formación de membranas 
hialinas. Se asigna una puntuación de 0 (ausencia de membranas), 1 (membranas 
hialinas presentes en 1-25 por cada 100 campos), 2 (membranas hialinas presentes 
en 26-50 campos por cada 100 campos), 3 (membranas hialinas presentes en 51-75), 
y 4 (membranas hialinas presentes en >75 campos por cada cien campos). 
 
Evaluación de la apoptosis (método TUNEL) 
Para evaluar si la intensidad de la apoptosis se utilizó el método TUNEL (TdT 
mediated dUTP Nick-end labelling). Este método consiste en la adición de 
trifosfonucleótidos marcados (dUTP u otros) a las hebras fragmentadas del DNA en su 
extremo 3-OH (tanto en nicks como en roturas de doble cadena) empleando la 
trifosfodeoxinucleotidil transferasa terminal. El procedimiento consiste en fijar y 
permeabilizar las células, adicionar los nucleótidos y la TdT y, una vez finalizada la 
polimerización, se detecta directamente la fragmentación del DNA mediante la adición 
de fluoróforos o indirectamente mediante la adición de anticuerpos. 
Se hicieron cortes de 4 µm de grosor del tejido pulmonar embebido en parafina y se 
hizo una tinción con fluoróforos (TUNEL) siguiendo las instrucciones del fabricante 
(Roche Diagnostics). Para la observación, análisis y lectura se usó un microscopio de 
fluorescencia (Olympus BX51 model, Japón). 
El análisis y cuantificación de las células TUNEL-positivas se hizo de forma ciega en 
ocho campos de forma aleatorizada, con varias amplificaciones. 
Los cortes te tejido pulmonar embebidos en parafina fueron desparafinados con calor 
a 60ºC y xileno, rehidratados con etanol al 100%, 95% y 70%, e incubados con 
proteinasa K a 37ºC  durante 30 minutos, y aclarados dos veces con un tampón 
fosfato salino (PBS 1X –Dulbecco´s Phosphate-Buffer Saline. Gibco Grand Island, NY 
E.U). Se preparó la mezcla de reacción de TUNEL siguiendo las instrucciones del 
fabricante  (450 µl de solución de marcaje y 50 µl del enzima), mantenido en hielo 
hasta el momento de su uso. Se encubó con 50 µl de mezcla de reacción TUNEL cada 
corte a 37ºC durante 60 minutos en un ambiente húmedo en ausencia de luz 
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ambiental. Para el control negativo adicionamos al corte sólo 50 µ de solución de 
marcaje. 
Para la preparación microscópica, los cortes se montaron en portaobjetos con 
PBS/glicerol. Las imágenes se visualizaron con un microscopio de fluorescencia 
utilizando un filtro verde con una longitud de onda entre 515-565 nm. 
 
Análisis estadístico 
Las variables cualitativas se compararon mediante el test de la chi cuadrado. Las 
variables cuantitativas se compararon mediante un ANOVA para varios factores, 
según el diseño del experimento. Por ejemplo, considerando los factores VT y 
tratamiento con DDS. Se describe la significación estadística de la comparación de los 
grupos dos a dos, utilizando la corrección de Bonferroni, cuando el ANOVA de la 
comparación global indica un efecto significativo (p<0.05). 
La identificación del valor de presión en la vía aérea que se asocia con mayor daño 
pulmonar se realizó mediante el análisis del área bajo la curva ROC, seleccionando el 
valor de presión en la vía aérea con mayuor sensibilidad y especificidad. 
Los valores se representan como media ± error típico (error estándar). 




Efectos de la DDS sobre el crecimiento de bacterias del tracto digestivo 
Para verificar que las ratas fueron descontaminadas de forma eficaz, se obtuvo una 
muestra de exudado rectal mediante hisopado antes de recibir la DDS o vehículo 24 
horas antes del experimento  (período de ventilación mecánica, que se inició a t=0 
min). El hisopado se sembró siguiendo el método del cuarto cuadrante y 48 horas 
después se hizo una estimación semicuantitativa, según el método de Leonard (como 
se describe en el capítulo 1). 
Nuestros resultados indican que en situación basal (antes de administrar el tratamiento 
con DDS o vehículo) se identificaron bacterias Gram-negativas, que fueron 
erradicadas 24 horas tras la administración de DDS o vehículo (Fig.1B). La figura 
indica el cuenteo de bacterias antes de la primera dosis de DDS y 24 horas después, 
tanto en las ratas que subsiguientemente (tras el segundo cultivo) iban a recibir VT 
bajo como las que iban a recibir VT elevado. Tan sólo tres animales (en el grupo de VT 
alto) permanecieron sin descontaminar a las 24 horas de la dosis de DDS. 
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Figura 1. Recuento semicuantitativo de bacilos entéricos Gram-negativos (cultivo 
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En A y B se hizo un recuento semicuantitativo de enterobacterias gram-negativas tras la administración de 
DDS y 24 h después de la dosis de DDS (justo antes del inicio del periodo de ventilación mecánica de 
2,5h de duración). *p<0,05 versus recuento antes de la dosis de DDS 
 
 
Efectos de la DDS sobre la estructura y función de los diferentes órganos 
Efectos sobre la función cardiovascular (Tabla 3, Fig.2) 
Los valores registrados a lo largo del experimento están dentro de un rango normal 
para la rata. 
 
Efecto de la ventilación mecánica 
El grupo de ratas ventiladas con VT elevado (no tratadas con DDS) presentó al final del 
experimento (t=150 min) una PAM significativamente menor que al inicio (t=0 min). 
Asimismo, las ratas que recibieron un VT bajo presentaron al final del experimento 
(t=150 min) una PAM significativamente menor que el inicio (t=0 min). 
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El cambio de la PAM a lo largo del tiempo desde t=0 min hasta el t=150 min (delta de 
PAM) fue mayor aunque no de forma significativa en los animales que recibieron VT 
elevado que en aquellos que recibieron VT bajo. 
 
Efecto de la DDS 
El tratamiento con DDS no indujo ningún cambio  en la PAM de los animales 
sometidos a VT bajo. 
 
Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
El grupo de ratas ventiladas con VT elevado (en ratas tratadas con DDS) presentó al 
final del experimento (t=150 min) una PAM significativamente menor que al inicio (t=0). 
Asimismo, las ratas que recibieron VT bajo presentaron al final del experimento (t=150 
min) una PAM significativamente menor que al inicio (t=0 min). 
El cambio de la PAM a lo largo del tiempo desde el t=0 hasta el t=150 (delta de PAM) 
fue significativamente mayor en los animales que recibieron VT elevado que en 
aquellos que recibieron VT bajo. 
En resumen, la aplicación de VT elevado se asocia con una disminución progresiva de 
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Figura 5. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 
presión arterial media 
 
                             
                                
 
El valor delta indica la diferencia entre t=0 y el t=150 min. Los valores son media ± DE 
A) VT Bajo + VEH*p<0.05 vs VT Alto + VEH 
B)  #p<0.05vs VT Bajo +DDS 
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Tabla 10. Efecto de la ventilación mecánica y de la DDS sobre la presión arterial 
media (mmHg).  
 
 VT Tratamiento t=0 t=150 
 VT Bajo VEH 118±14,4 92±11,2 ¶ 
  DDS 110±17,1 93±17,3 ¶ 
PAM (mmHg)     
 VT Alto VEH 120±16,2 82±17,3 ¶ 
  DOS 120,8±14 85,1±16 ¶ 
 
 
El valor delta indica diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son media±DE 
¶ p<0.05 vs. T=0 min 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
#p<p<0.05 vs. VT Bajo + DDS 
 
Efectos sobre la mecánica respiratoria 
Presión pico de la vía aérea (Tabla 4, Fig.3) 
Se observó un aumento de la PIP desde t=-5 min (basal) a t=0 min en los animales 
sometidos a VT elevado (al inico del experimento), debido al aumento de flujo 
inspiratorio para alcanzar el VT deseado (25 ml/kg). 
 
Efecto de la ventilación mecánica 
La PIP aumentó significativamente  desde el t=0 min en los animales sometidos a VT 
elevado, mientras no se apreció ningún cambio en la PIP en los animales que 
recibieron VT bajo. 
El cambio de la PIP desde el t=0 min hasta t=15 min (delta de PIP) fue 
significativamente mayor en los animales que recibieron VT elevado que en los que 
recibieron VT bajo. 
 
Efecto de la DDS 
El tratamiento con DDS no se asoció con un cambio alguno en la PIP (en los valores 
basales en su evolución a lo largo del tiempo) en los animales que recibieron VT bajo. 
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Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
La administración de VT elevado (en ratas tratadas con DDS) se asoció con una 
elevación significativa de la PIP desde el t=0 min hasta el t=150 min. 
El incremento de la PIP (delta de PIP) inducido por la ventilación mecánica con VT a lo 




(a) La aplicación de VT elevado se asocia con el aumento de la PIP. 
(b) El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación 
mecánica sobre la evolución de la PIP. 
 
 
Figura 3. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre 
parámetros ventilatorios: presión pico de la vía aérea (PIP) 
                                   
El valor delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min.Los valores son media±DE 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH;  
#p<0.05 vs VT Bajo + DDS 



































B) DELTA DE LA PIP
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Tabla 4. Efecto de la ventilación y del tratamiento con DDS sobre            parámetros 
ventilatorios: presión pico de la vía aérea (cm H2O) 
 
VT Tratamiento t=5min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 17±2,2 18±1,9 ¶ 1±1,3 
 DDS 17±2,2 18±1,7 1±1,3 
     
VT  Alto VEH 26±4,3 33±10,4 ¶ 7±6,5 * 
 DDS 25,4±3,3 31±7,9 5,6±4,9 # 
 
El valor delta indica la diferencia entre el t=0  y el t=150 min. Los valores son media ± DE 
¶p<0.05 vs. t=0 min; *p<0.05  vs. VT Alto + VEH; #p<0.05 vs. VT Bajo + DDS 
 
Distensibilidad del sistema torácico (CRS) (Tabla 5, Fig.4) 
Se apreció un aumento de la compliance desde t=-5 min hasta t=0min (al inicio del 
experimento) en los animales sometidos a VT elevado, debido al aumento de flujo 
necesario para alcanzar el VT deseado (25ml/kg). 
 
Efecto de la ventilación mecánica 
Se observó un descenso progresivo de CRS desde t=0min hasta t=150min en ratas 
sometidas a VT Bajo (En ratas no tratadas con DDS). 
El cambio de CRS en el tiempo desde t=0 min hasta t=150 min (delta) fue mayor en el 
grupo que recibió VT elevado que en el que recibió VT Bajo. 
 
Efecto de la DDS 
El tratamiento con DDS no se asoció con ningún cambio en  la distensibilidad del 
sistema respiratorio en ratas sometidas a VT bajo, ni en los valores basales ni en su 
evolución en el tiempo. 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
En ratas tratadas con DDS se observó una disminución de la CRS desde el t=0min 
hasta el  t=150 min, de forma similar a la disminución observada en animales no 
tratados con DDS. 
 Capítulo 2 
105 
 
La disminución progresiva de la distensibilidad desde t=0min hasta t=150 min (delta) 
inducido por la ventilación mecánica con VT elevado fue similar en el grupo tratado con 
DDS en comparación con el grupo no tratado. 
 
En resumen, 
(a) La aplicación de VT elevado se asocia con una disminución de la distensibilidad 
del sistema respiratorio al final del experimento. 
(b) El tratamiento de la DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación 
mecánica con VT elevado sobre la evolución de la distensibilidad. 
 
Figura 4. Efecto de la ventilación y del tratamiento con DDS sobre la distensibilidad  
 
El valor delta indica la diferencia entre el t=0  
y el t=150 min. Los valores son media ± DE. 
*p<0.05 vs VT bajo + VEH 
#p<0.05 vs VT bajo + DDS 
 

































B) Delta de la distensibilidad




Tabla 5. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 
distensibilidad (ml/cm H2O) 
VT Tratamiento t=5min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 0,30±0,05 0,27±0,04 ¶ -0,03±0,03 
 DDS 0,30±0,1 0,027±0,03 -0,03±0,03 
     
VT  Alto VEH 0,34±0,1 0,30±0,1 ¶ -0,09±0,04 * 
 DDS 0,42±0,1 0,33±0,1 ¶ -0,08±0,05 # 
 
El valor delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min 
Los valores delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son media ± DE. 
*p<0.05 vs VT Bajoajo + VEH; #p<0.05 vs VT Bajo + DDS 
 
Resistencia de la vía aérea (RVA) (Fig. 5, Tabla 6) 
 
Se apreció un aumento de la  RVA al inicio del experimento, desde el t=-5 min (basal) 
hasta el t=0 min en los animales sometidos a VT elevado, debido al aumento del flujo 
inspiratorio necesario para alcanzar el VT deseado (25ml/kg). 
 
Efecto de la ventilación mecánica 
La administración de VT elevado desde el t = 0 min hasta t = 150 min se asoció    con 
un aumento significativo de la RVA, que no se apreció en el grupo que recibió VT Bajo. 
El cambio de RVA en el tiempo desde t = 0 min hasta t = 150 min (delta) fue mayor en 
el grupo que recibió VT elevado que en el que recibió VT bajo. 
 
Efecto de la DDS 
El tratamiento con DDS en animales que recibieron VT Bajo no se asoció a ningún 
cambio en la RVA, ni en los valores basales ni en su evolución en el tiempo. 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
En los animales tratados con DDS no se observó un aumento de la RVA desde t = 0 
min hasta t = 150 min (a diferencia de los animales no tratados con DDS, en los ue se 
apreció un cambio significativo de la RVA en el tiempo). 
El cambio en el tiempo desde t = 0 min hasta t = 150 min (delta RVA) fue menor en los 
animales tratados con DDS que en los animales no tratados. 
 





(a)La aplicación de VT elevado se asoció con un aumento de RVA al final del 
experimento. 
(b)El tratamiento con la DDS atenúa el cambio inducido por la ventilación mecánica 
(VT Allto) sobre la evolución de la RVA. 
 
 
Figura 5. Efecto de la ventilación y del tratamiento con DDS sobre la resistencia     
                                                              
El valor delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son media ± DE 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH; 
 #p<0.05 vs. VT Bajo + DDS; 
&p<0.05 vs. VT Alto + VEH 
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Tabla 6. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 
resistencia de la vía aerea (cm H2O/L/s) 
VT Tratamiento t=5min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 106±20,7 97±20,9 -8±9,2 
 DDS 102±20,6 95±21,3 -7±13,9 
     
VT  Alto VEH 129±23,8 167±58,8 ¶ 39±58,9 * 
 DDS 154±27,7 148,±55,7 -1,9±39,5 & 
 
El valor delta indica la diferencia entre el t=0 y el t=150 min. Los valores son media ±DE. 
¶p<0.05 vs. t=0 min;*p<0,05 vs. VT Bajo + VEH;#p<0.05 vs. VT Bajo + DDS;&p<0.05 vs. VT Alto + VEH 
 
 
Efectos sobre la función pulmonar (Fig. 9, Tabla 7) 
La función pulmonar fue valorada mediante la medición del intercambio gaseoso y de 
la permeabilidad alveolo-capilar. 
 
Intercambio gaseoso (Tabla 7) 
Las gasometrías se determinaron en muestras de sangre obtenidas antes del inicio de 
la ventilación mecánica (t = -5min, basal), y al finalizar el experimento (t = 150min). 
Los valores basales (t = -5 min) de los gases arteriales y lactato fueron similares en 




Efecto de la ventilación mecánica 
El grupo que recibió VT elevado presentó una disminución de la PaO2 desde el t = 0 
min hasta t = 150 min (que no alcanzó la significación estadística), mientras que el 
grupo que recibió un VT bajo no presentó cambios en la PaO2. 
El cambio de la PaO2 en el tiempo desde t = 0 min hasta t = 150 min (delta PaO2) fue 
mayor en los animales que recibieron VT elevado que en los que recibieron VT Bajoajo 
(no llegando la diferencia a la significación estadística). 
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Efecto de la DDS  
El tratamiento con DDS no se asoció a cambios en la oxigenación en el grupo que 
recibió VT Bajo, ni en los valores basales ni en su evolución en el tiempo. 
 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
Los animales que recibieron DDS presentaron una disminución estadísticamente 
significativa de la PaO2 desde el t=0 min hasta 150 min.  
El cambio de la PaO2 inducido por la administración de VT elevado desde el t=0 min 
hasta t=150 min (delta de PaO2) fue mayor en el grupo tratado con DDS que en el 
grupo no tratado. 
Los demás valores de gases arteriales y lactato no cambiaron durante el experimento 
en ninguno de los subgrupos. 
 
En resumen, 
(a)La aplicación  de VT elevado  no se asoció con un deterioro significativo en 
la oxigenación. 
(b)El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación 
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Tabla 7. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre el 
intercambio gaseoso y la lactatemia 
 
Ventilación mecánica (VT Alto) sobre la oxigenación 
 VT Tratamiento t=5min t=150min Delta 
pH VT  Bajo VEH 7,39±0,07 7,38±0,07 -0,01±0,07 
  DDS 7,43±0,06 7,42±0,06 -0,06±0,054 
      
 VT  Alto VEH 7,38±0,07 7,32±0,07 -0,06±0,094 
  DDS 7,40±0,06 7,35±0,05 -0,04±0,08 
      
Pa CO2 
(mmHg) 
VT  Bajo VEH 27,47±6,82 27,74±5,93 0,26±4,67 
  DDS 25,32±4,58 24,58±4,26 -0,732±4,09 
      
 VT  Alto VEH 28,85±5,43 31,45±4,33 2,6±6,55 
  DDS 27,89±6,16 31,00±4,09 3,11±5,88 
      
PaO2 (mmHg) VT  Bajo VEH 170,42±20,59 175,42±23,02 5,0±13,54 
  DDS 171,84±17,12 177,16±19,38 5,32±10,24 
      
 VT  Alto VEH 165,50±14,62 143,55±65,24 -21,95±64,15 
  DDS 170,316±12,18 133,05±69,66 -37,26±63,56 # 




VT  Bajo VEH 16,51±1,64 16,27±1,69 -0,24±1,25 
  DDS 16,44±1,86 15,83±1,99 -0,616±2,412 
      
 VT  Alto VEH 16,82±1,95 16,17±2,21 -0,68±1,56 
  DDS 17,15±2,34 17,22±2,49 -0,068±1,56 
      
Lactato 
(mmol/L) 
VT  Bajo VEH 2,44±1,01 0,98±0,33 -1,46±0,99 
  DDS 2,27±1,06 1,03±0,16 -1,24±1,04 
      
 
El valor delta indica la diferencia entre t=0 y el t=150 min. Los valores son media ± DE 
PaCO2, presión parcial de dióxido decarbono arterial. 
PaO2, presión parcial de oxígeno arterial 
HCO3, bicarbonato arterial 
¶p<0.05 vs. t=0 min 
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Permeabilidad alveolo-capilar: concentración de proteínas en el LBA (Fig. 6) 
Efecto de la ventilación mecánica 
El grupo de ratas ventiladas con VT Alto (en ratas no tratadas con DDS) presentó 
una mayor concentración de proteínas en el LBA, en comparación con el grupo 
que recibió VT Bajo. 
 Efecto de la DDS 
La concentración de proteínas  en el LBA  fue similar en el grupo tratado con DDS 
que en el grupo no tratado con DDS  (para los animales con VT bajo). 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
En animales tratados con DDS, la concentración de proteínas en el LBA no fue 
significativamente diferente en el grupo ventilado con VT  Bajo que el grupo 
ventilado con VT elevado (a diferencia de los animales no tratados con DDS, en 
los cuales la administración de VT elevado se asoció con una elevación 
significativa de la concentración de proteínas en el LBA). 
Sin embargo, entre los animales que recibieron VT elevado, no hubo diferencias 
significativas en la concentración de proteínas en LBA en el grupo que recibió 
DDS y en el grupo que no recibió DDS. 
En resumen: 
(a) La aplicación de VT elevado se asoció con una elevación de la 
concentración de proteínas en el LBA, en comparación con la aplicación de un 
VT Bajo. 
(b) El tratamiento con DDS atenúa el aumento de la concentración de proteínas 
en el LBA inducido por la ventilación mecánica (VT Alto). 











Los valores son media ± DE 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
 
 




































Ratio LBA/suero de la concentración de proteínas (Fig. 7) 
 
Efecto de la ventilación mecánica 
El grupo de ratas ventiladas con VT alto (no tratadas con DDS) presentó una mayor 
ratio LBA/suero de la concentración de proteínas que el grupo ventilado con VT 
bajo. 
Efecto de la DDS 
La ratio LBA/suero de la concentración de proteínas fue similar en el grupo tratado 
con DDS  que en el grupo no tratado con DDS (para los animales que recibieron VT 
bajo). 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
Entre los animales que recibieron DDS, la administración de VT elevado (en 
comparación con la administración de VT bajo) se asoció con una elevación de la 
ratio LBA/suero de la concentración de proteínas que no llegó a la significación 
estadística (a diferencia de los animales no tratados con DDS, en los cuales la 
administración de VT elevado se asoció con una elevación significativa de la ratio). 
Sin embargo, la ratio LBA/suero de la concentración de proteínas en los animales 
que recibieron VT elevado fue similar en el grupo tratado con DDS que en los 
animales no tratados con DDS. 
En resumen: 
(a) La aplicación de VT elevado se asoció con una elevación de la permeabilidad 
alveolo-capilar (medida por la ratio LBA/suero de la concentración de proteínas). 
     (b)El tratamiento con DDS atenúa el aumento de la permeabilidad alveolo-capilar 
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Figura 7. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 









Los valores son media ± DE 
LBA, lavado broncoalveolar. 
Ratio (%), ratio de concentración de proteínas entre LBA y suero. 




Concentración de la IgM en el LBA (Fig. 8) 
Efecto de la ventilación mecánica 
El grupo de ratas ventiladas con VT alto (en ratas no tratadas con DDS) presentó una 
mayor concentración de IgM en el LBA que en el grupo de ratas ventiladas con VT 
bajo. 
 
Efecto de la DDS 
La concentración de IgM en el BAL fue similar en el grupo tratado con DDS que en el 
grupo no tratado con DDS  (para los animales ventilados con VT bajo). 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
La administración de VT elevado (en comparación con VT bajo) se asoció con una 
mayor concentración de IgM en el LBA (de forma semejante al efecto de la 
administración de VT elevado observado en animales no tratados con DDS). 
Sin embargo, la concentración de IgM en el LBA de animales que recibieron  VT 
elevado fue significativamente menor en el grupo tratado con DDS que en el grupo no  
tratado con DDS. 
En resumen: 
(a) La aplicación del VT elevado se asoció con un aumento de la permeabilidad 
alveolo-capilar (valorada por la concentración de IgM en el LBA). 
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(b) El tratamiento con DDS atenúa el aumento de la permeabilidad alveolo-capilar 
inducido por la ventilación mecánica con VT elevado. 











Los valores son media ± DE. LBA, lavado broncoalveolar 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
#p<0.05 vs. VT Bajo + DDS 
&p<0.05 vs. VT Alto + VEH 
 
Efectos sobre la histología pulmonar (Fig. 9 y 10) 
Efectos de la ventilación mecánica 
El grupo de ratas ventiladas con VT alto (no tratadas con DDS) presentó un mayor 
índice de daño pulmonar, en comparación con la administración de VT Bajo. 
Efecto de la DDS 
No se encontraron cambios histológicos en las ratas tratadas con DDS en 
comparación con las no tratadas con DDS. 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
En los animales tratados con DDS, la administración de VT elevado (en 
comparación con VT bajo) se asoció con un mayor daño histológico (de forma 
semejante al efecto de la administración de VT elevado observado en ratas no 
tratadas con DDS). 
El daño histológico pulmonar en animales que recibieron VT elevado fue similar en 
el grupo tratado con DDS que el grupo no tratado con DDS. 
En resumen, 
(a) La aplicación de VT elevado se asoció con cambios histológicos pulmonares. 
(b) El tratamiento con DDS no afecta a los cambios histológicos inducidos por la    
ventilación mecánica utilizando VT Alto. 
 
 


























Figura 9. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre 
los cambios histológicos pulmonares 
 







Los valores son media  ± DE. MH, membranas hialinas. 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH;  
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Figura 10. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento de la DDS sobre el 
parénquima pulmonar. 
                     







                 VT  Bajo +  VEH                                                   VT Bajo + DDS 
 
                      
                  VT Alto + VEH                                                     VT Alto + DDS 
 
Panel superior (VT Bajo): alveolos de apariencia normal, con septos alveolocapilares delgados, 
que separan la sangre del espacio alveolar e incluyen las células endoteliales, membrana basal 
y células epiteliales. 
Panel inferior (VT Alto): pulmón con VILI ( la mebrana basal del alveolo está recubierta por el 
material resultante de la destrucción de los neumocitos tipo I y que constituyen las membranas 
hialinas  
 
Efectos sobre otros órganos (Tabla 8) 
 
Se determinó al final del experimento la concentración sérica de glucosa y creatinina, 
así como la actividad enzimática de lactato deshidrogenasa (LDH), creatinina kinasa 
(CK), aspartato aminotransferasa (GOT), y alanina aminotransferasa (GTP). 
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Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación de VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció con una mayor 
concentración sérica de glucosa y de la actividad sérica de LDH, CK, GOT y GTP (que 
alcanzaron significación estadística sólo en el caso de la actividad de CK y de GOT). 
 
Efecto de la DDS 
La administración de DDS no se asoció con ningún cambio en las variables 
bioquímicas analizadas. 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
La aplicación de VT elevado (en ratas tratadas con DDS) se asoció (de forma 
semejante+ a los cambios observados en animales no tratados con DDS) con una 
mayor concentración sérica de glucosa y de la actividad sérica LDH, CK, GPT, así 
como (no alcanzando la significación estadística) GOT. 
 
En resumen, 
(a) La aplicación de VT elevado se asocia con signos de daño celular sistémico no 
específico de tejido (elevación de enzimas intracelulares). 
(b)El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica 
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Tabla 8. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre otros 
órganos 
 Tratamiento VT Bajo VT Alto 
Glucosa (mg/dL) VEH 109±5,1 119±7,6 
 DDS 101,±3,5 129,7±6 # 
    
Creatinina 
(mg/dL) 
VEH 0,6±0,02 0,6±0,10 
 DDS 0,7±0,10 0,5±0,04 
    
LDH (IU/L) VEH 320±31 698±117 
 DDS 401±51 846±212 # 
    
CK (IU/L) VEH 597±91 2042±511 * 
 DDS 879±21 2196±31 # 
    
GOT (IU/L) VEH 83±4,60 145±19,50 * 
 DDS 95±80 138±17 
    
GTP (IU/L) VEH 33±1,9 50±7,2 
 DDS 35±2,2 50,4±5,4 # 
    
 
Los valores son media ± DE 
LDH, lactato aminotransferasa. CK, creatinín-kinasa. GOT, aspartato aminotransferasa. GTP, 
alanino aminotransferasa 
 
Efectos de la DDS sobre la inflamación y apoptosis en el tejido pulmonar 
A continuación, nos propusimos a analizar el efecto de la ventilación mecánica con VT 
elevado sobre la respuesta inflamatoria y sobre la apoptosis en tejido pulmonar. 
Concentración de citoquinas y quimioquinas en el tejido pulmonar (Fig.11) 
Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación de VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció con una mayor 
concentración de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 y (no alcanzando la significación 
estadística) IL-1β, en comparación con la administración de VT Bajo. 
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Efecto de la DDS  
En ratas tratadas con DDS la concentración en tejido pulmonar de TNF-α, MIP-2, 
MCP-1 tendió a ser mayor que en ratas no tratadas con DDS, sin alcanzar la 
significación estadística. 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
La administración de VT elevado, en comparación con VT bajo, se asoció en ratas 
tratadas con DDS con un aumento no significativo en la concentración  TNF-α, IL-6, 
MCP-1. Este hallazgo contrasta con los cambios significativos en la concentración de 
las mismas citoquinas en ratas no tratadas con DDS. 
Sin embargo (a semejanza a los cambios encontrados en ratas no tratadas con DDS), 
las ratas tratadas con DDS presentaron una elevación estadísticamente significativa 
de MIP-2, sin cambios en la concentración de IL-1β, en los animales que recibieron VT 
elevado en comparación con los que recibieron VT Bajo. 
En resumen: 
(a) La aplicación de VT elevado se asocia con una respuesta inflamatoria en el 
tejido pulmonar (mayor concentración de TNF-α, IL-6, MIP-2, y MCP-1). 
(b) El tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar 
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Figura 11. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 




























Todos los parámetros fueron medidos al final del período de ventilación mecánica. Los valores 
son media ± DE. 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
#p<0.05 vs. VT Bajo + DD 
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Expresión de genes en tejido pulmonar  (Fig.12) 
Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación de VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció con una 
mayor expresión de los genes TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1 en comparación con la 
administración de VT bajo, y una menor expresión de CXCR2. 
 
Efecto de la DDS 
El tratamiento con DDS no indujo cambios en la expresión de los genes 
analizados, excepto una menor expresión de MCP-1. 
Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
 
En animales tratados con DDS, la aplicación de VT elevado se asoció con una 
mayor expresión de los genes TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1 en comparación con la 
administración de VT bajo, y (no alcanzando la significación estadística) una menor 
expresión de CXCR2. Estos cambios son semejantes a los observados en los 
animales no tratados con DDS. 
 
En resumen, 
(a) La aplicación de VT elevado se asoció con una mayor expresión de genes 
implicados en la respuesta inflamatoria (TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1). 
(b) El tratamiento con DDS se asocia con una disminución de la inmunidad en 
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Figura 12. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamientoncon DDS sobre 





























Todos los parámetros fueron medidos al final del período de ventilación mecánica. Los valores 
son valores normalizados respecto a la expresión génica en el grupo sometido a VT Bajo y sin 
tratamiento con DDS, indicando el intervalo de confianza del 95%. *p<0.05 vs VT Bajo + VEH; 
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Concentración de TLR-4 en el tejido pulmonar (Fig. 13) 
Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación de VT Bajo se asoció con una mayor expresión de TLR-4 en 
comparación con un grupo no ventilado.  
La aplicación del VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció con una menor 
expresión de TLR-4 en comparación con la administración de VT Bajo. 
 
Efecto de la DDS 
La administración de DDS en animales sometidos a VT Bajo no cambió la expresión 
de TLR-4 (en comparación con animales no tratados con DDS). 
 
Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la VM 
La aplicación del VT elevado (en ratas tratadas con DDS) se asoció con una menor 
expresión de TLR-4 en comparación con la administración de VT Bajo (disminución 
también observada en los animales no tratados con DDS al recibir VT elevado en 
comparación con VT Bajo). 
En los animales sometidos a VT elevado, la expresión de TLR-4 fue similar en el grupo 
tratado con DDS que en el grupo no tratado. 
 
En resumen, 
(a) La aplicación de VT elevado se asocia con una menor expresión de TLR-4 en 
comparación con la aplicación de VT Bajo. 
(b) El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación 
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Figura 13. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 











Todos los parámetros fueron medidos al final del período de ventilación mecánica. Los valores 
son media ± DE 
*p<0.05 vs. VTBajo + VEH 
#p<0.05 vs VT Bajo + DDS 
Πp<0.05 vs CONTROL 
 
 
Cambios en la apoptosis (Fig.14 y 15) 
Para determinar el grado de apoptosis se cuantificó el número de células positivas 
para TUNEL en cortes de tejido pulmonar (ver Métodos). 
 
Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación de VT elevado, en comparación con VT bajo, aumentó significativamente 
el grado de apoptosis. 
 
Efecto de la DDS sobre la VM 
La administración de DDS no se asoció con cambios en el grado de apoptosis. 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
El tratamiento con DDS no se asoció con un efecto sobre los cambios inducidos por la 

































(a)La aplicación de VT elevado indujo un aumento en el grado de apoptosis en el 
tejido pulmonar. 
(b)El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica 
en el grado de apoptosis en el tejido pulmonar. 
 
Figura 14. Cuantificación de apoptosis en las secciones de tejido pulmonar 
 
                 
 
 







Los valores son media ± DE 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
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Figura 15. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre l 
apoptosis en tejido pulmonar (TUNEL) 
 
         VEHÍCULO                                                 DDS 
 
VT Bajo                                                                        VT Bajo 











VT Alto                                                                             VT Alto 










Reacción TUNEL (terminal desoxynucleotidyltransferase-mediated deoxyuridine triphosphate 
nick end-labelling) de secciones representativas de cortes de pulmón que corresponden a ratas 
sometidas a ventilación mecánica durante 2,5 horas previamente tratadas o no tratadas con 
DDS. Los núcleos de muchas células del parénquima pulmonar muestran signos de apoptosis 
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Efecto de la DDS sobre la inflamación del tejido intestinal (Fig.16) 
Concentración de citoquinas y quimioquinas en el tejido intestinal 
Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación del VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció, en 
comparación con la aplicación de VT Bajo, con una menor concentración de MIP-2, 
mientras que no se observó ningún cambio en otras citoquinas estudiadas. 
 
Efecto de la DDS 
Los animales que recibieron DDS presentaron, en comparación con los que no 
recibieron DDS, una menor concentración de MIP-2 y una mayor concentración de 
IL-6. Otras citoquinas y quimioquinas determinadas presentaron una concentración 
similar en animales tratados con DDS y en animales no tratados con DDS. 
 
Efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
Entre los animales tratados con DDS, la administración de VT elevado (en 
comparación con VT Bajo) no se asoció con ningún cambio en las citoquinas 
determinadas (mientras que la aplicación de VT elevado  en ratas no tratadas con 
DDS se asoció con una menor concentración de MIP-2). 
En los animales que reciben VT elevado, la mayor concentración de IL-6 y la menor 
concentración de MIP-2 en animales tratados con DDS en comparación con los no 
tratados con DDS ha de ser interpretado con cautela, puesto que esta diferencia 
(entre tratados y no tratados con DDS) ya está presente en los animales que 
reciben VT Bajo. Por tanto, el efecto de la DDS sobre IL-6 y MIP-2 se debe más 
probablemente a un cambio en la situación basal relacionado con la administración 
de DDS, y no a una modulación por la DDS del efecto de la ventilación mecánica 
sobre IL-6 y MIP-2. 
 
En resumen, 
(a) La aplicación de VT elevado se asocia con una menor concentración de MIP-2 , 
lo cual puede interpretarse como una respuesta anti-inflamatoria en el tejido 
intestinal inducida por la ventilación mecánica. 
(b) El tratamiento con DDS  se asocia con una disminución de la concentración de 
MIP-2 y un aumento de la concentración de IL-6, lo cual puede interpretarse como 
una respuesta anti-inflamatoria en el tejido intestinal inducida por el tratamiento 
con DDS. 
(c) Nuestros resultados no indican que la respuesta inflamatoria intestinal a la 
ventilación mecánica se encuentre modulada por el tratamiento con DDS. 
 
 




Figura 16: Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre 
























Todos los parámetros fueron medidos al final del período de ventilación mecánica. Loa valores 
son media ± DE. 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
#p<0.05 vs. VT Bajo + DDS 
+p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
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Expresión de genes en el tejido intestinal (Fig. 17) 
 
 Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación de VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció con una 
menor expresión del gen de MIP-2 y su receptor CXCR2, así como (no 
significativamente) de IL-6, en comparación con la administración de VT Bajo. 
La expresión de otros genes analizados no se modificó por la ventilación 
mecánica. 
 
Efecto de la DDS  
El tratamiento con DDS se asoció con una menor expresión de IL-6, MIP-2 y su 
receptor CXCR2. No se encontraron cambios en la expresión de otros genes 
analizados. 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
En animales tratados con DDS, la aplicación de VT elevado (en comparación con 
VT Bajo) no se asoció con ningún cambio en la expresión génica (mientras que en 
animales no tratados con DDS la expresión de MIP-2 y de CXCR2 disminuyó). 
Adicionalmente, en animales sometidos a VT elevado la expresión génica de MIP-




(a) la aplicación de VT elevado se asocia con una respuesta antiinflamatoria 
(menor expresión del gen de MIP-2 y CXCR2); 
(b) el tratamiento con DDS se asocia con un efecto antiinflamatorio (disminución de 
la expresión de los genes de IL-6, MIP-2, CXCR-2); 
(c) el tratamiento con DDS atenúa la respuesta inducidos por la VM- con VT 
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Figura 17. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 




























Todos los parámetros fueron medidos al final del período de ventilación mecánica. Los valores 
son valores normalizados respecto a la expresión génica en el grupo sometido a VT Bajo y sin 
tratamiento con DDS, indicando el intervalo de confianza del 95% 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH;#p<0.05 vs. VT Bajo + DDS;+p<0.05 vs. VT Bajo + VEH;&p<0.05 vs. 




































 Capítulo 2 
131 
 
Efecto de la DDS  sobre la respuesta inflamatoria sistémica (Fig. 18) 
 
Concentración de citoquinas en suero 
 
Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación del VT elevado, en comparación con VT Bajo (en ratas no tratadas 
con DDS), se asoció con un aumento significativo de la concentración sérica de 
MIP-2, sin apreciarse cambios en las otras citoquinas analizadas. 
 
Efecto de la DDS 
El tratamiento con DDS se asoció con una disminución de la concentración de 
TNF-α y   IL-6. 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
Los animales tratados con DDS presentaron al administrar un VT elevado (en 
comparación con VT Bajo) una elevación de la concentración sérica de IL-6 (este 
cambio contrasta con los hallazgos observados en los animales no tratados con 
DDS, en los cuales se observó un aumento de MIP-2). 
La concentración sérica de las citoquinas estudiadas (excepto la IL-6) no presentó 
cambios al aplicar VT elevado (en comparación con VT Bajo) en animales tratados 
con DDS, mientras que los animales no tratados con DDS mostraon un aumento 
significativo de MIP-2 al administrar VT elevado. 
En los animales sometidos a VT elevado, la concentración de TNF-α y IL-6 fue 
menor en los tratados con DDS que en los no tratados con DDS. 
 
En resumen, 
(a) La aplicación de VT elevado aumenta, en comparación con VT Bajo, la 
concentración sérica de MIP-2. 
(b) El tratamiento con DDS se asocia con cambios anti-inflamatorios (disminución 
de TNF-α e IL-6). 
(c) El tratamiento con DDS bloquea los efectos pro-inflamatorios inducidos por la 
ventilación mecánica con VT elevado (menor concentración de TNF-α y IL-6 en 
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Figura 18. Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre 




























Todos los parámetros fueron medidos al final del período de ventilación mecánica. Los valores 
son media ± DE. 
*p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
#p<0.05 vs. VT Bajo + DDS 
+p<0.05 vs. VT Bajo + VEH 
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Efecto de la ventilación mecánica y del tratamiento con DDS sobre la 
concentración de LPS en el plasma (Fig. 19) 
Efecto de la ventilación mecánica 
La aplicación de VT elevado no indujo cambios en los niveles de LPS en 
comparación con la aplicación de VT bajo. 
 
Efecto de la DDS 
El tratamiento con DDS no se asoció con cambios en la concentración de LPS en el 
plasma. 
 
Efecto de la DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica 
El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica en 
los niveles de LPS en el plasma. 
 
En resumen, la concentración de LPS en plasma no se modificó por la ventilación 
mecánica ni por el tratamiento con DDS. 
 
 














Todos los parámetros fueron medidos al final del período de ventilación mecánica. 


























Discusión del objetivo 1: Efecto de la ventilación mecánica con VT alto 
El principal objetivo del presente estudio es demostrar que el tratamiento con DDS 
modula la respuesta pulmonar al insulto causado por la ventilación mecánica (i.re., 
VILI). Para alcanzar este objetivo hemos utilizado un modelo establecido de VILI 
previamente desarrollado por nuestro laboratorio [49, 224, 229-233] 
El objetivo 1 fue planteado en este estudio para documentar que, en eefecto, el insulto 
en estudio (i.e; la ventilación mecánica utilizando un VT elevado) reproduce los 
cambios deseados sobre el pulmón, el sistema cardiovascular y sobre otros órganos, 
tanto en aspectos relacionados con la estructura y la función como con la respuesta 
inflamatoria. 
El objetivo 1 es contestar a las preguntas ¿Es válido nuestro modelo de VILI?¿Se 
asocia a los cambios deseados, tanto en la función y estructura del pulmón, como en 
la función de otros órganos (i.e; cardiovascular)? ¿Se acompaña de cambios 
inflamatorios en el tejido pulmonar? ¿Se puede demostrar una respuesta inflamatoria 
en el tejido intestinal? 
Los objetivos 1.1 a 1.4 hacen referencia a la mecánica respiratoria, la función 
pulmonar y cardiovascular y la afectación de otros órganos (valorada de forma 
inespecífica mediante la determinación de la actividad de enzimas intracelulares 
ubicuos en el organismo, como la CK, SGOT, etc.). 
Los objetivos 1.5 a 1.7 hacen específicamente referencia a la respuesta inflamatoria: 
pulmonar; “sistémica”, es decir, valorada mediante determinaciones en el suero; e 
intestinal. 
 
El modelo animal 
Nuestro modelo consiste en la aplicación de un VT de 25ml/kg y PEEP=0 cmH2O. Se 
trata de un modelo establecido con cuyo estudio hemos realizado investigaciones 
previas [49, 224, 229-233] Previamente utilizamos en nuestro laboratorio un VT más 
elevado (VT=35 ml/kg), que se encuentra en el rango utilizado por otros estudios (entre 
20ml/kg y 42ml/kg para las ratas) [234]. Se puede argumentar que estos valores se 
encuentran fuera del rango de VT generalmente utilizado en pacientes, ya que en la 
práctica clínica no se utilizan valores superiores a 10ml/kg. Sin embargo la relevancia 
clínicadel modelo animal de VILI no radica necesariamente en el valor concreto de VT 
utlizado, sino en la inducción meciante biotrauma de daño pulmonar y una respuesta 
pulmonar y sistémica. El modelo animal de daño pulmonar inducido por la ventilación 
mecánica intenta reproducir de una forma exagerada los hallazgos que posiblemente 
se presenten en pacientes, con el objetivo de analizar sus mecanismos y 
eventualmente diseñar estrategias preventivas y terapeúticas. Por otro lado la 
inducción de este daño en ratas exige la utilización de un VT más elevado del 
generalmente utilizado en pacientes. 
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La estrategia ventilatoria elegida para ventilar al grupo control fue la aplicación de 
VT=9ml/kg y PEEP=+5 cm H2O. Este VT (9ml/kg) no se asocia con sobredistensión 
significativa. Se puede argumentar que el uso de VT bajos en ratas, aun cuando se 
aproximen al valor de 6ml/kg (que es el recomendado para la ventilación mecánica en 
pacientes) se asocia a un cierto grado de inflamación. En efecto, diferentes estudios 
han demostrado que se puede detectar un aumento del grado de inflamación tisular en 
pulmones sometidos a VT bajos en comparación con pulmones no ventilados. Por 
tanto, evitar la inducción a cualquier grado de inflamación tisular no se posible aún 
cuando se utilicen VT muy bajos, ya que el hecho de utilizar ventilación con presión 
positiva siempre origina cierto grado, aunque más leve cuanto menor sea el VT, de 
inflamación pulmonar. 
Parte de la estrategia ventilatoria consistió en el uso de un bajo nivel de PEEP. 
Estudios realizados por Weeb y Tierney [1] demostraron el efecto protector de la 
aplicación de un nivel bajo de PEEP. Estudios posteriores demostraron que la 
reducción del volúmen corriente, manteniendo los mismos niveles de PEEP, reduce 
significativamente  el daño epitelial y endotelial y atenúa los cambios histológicos 
[235]. El efecto protector de niveles bajos de PEEP también ha sido sugerido por 
estudios en pacientes [236, 237]. 
En una reciente conferencia consenso [238], se consensuó, utilizando el método 
Delphi, los criterios exigidos en un modelo de DPA, dentro del cual ser incluye el DPA 
causado específicamente por ventilación mecánica con VT elevado (VILI), objeto del 
presente estudio. Se acepto que los modelos han de tener al menos 3 de las 4 
sisuientes características: evidencia histológica del daño tisular, alteración de la 
membrana alveolocapilar, presencia de respuesta inflamatoria y evidencia de 
disfunsión fisiológica.Como se discute en detalle en el presente apartado, nuestro 
modelo reúne las características acordadas que ha de desarrollar un modelo de DPA 
en general. 
El fenotipo que se pretende reproducir en el modelo animal de VILI e caracteriza por 
cambios indicativos en general por inflamación pulmonar, que se traducen en 
empeoramiento de las propiedades mecánicas del pulmón, alteración del intercambio 
gaseoso, aumento de la permeabilidad alveolocapilar, formación de edema pulmonar, 
y cambios estructurales (en microscopía óptica) indicativos de daño alveolar difuso 
(DAD). Los cambios histológicos no revelan sino una respuesta inflamatoria pulmonar 
(infiltración de neutrófilos polinucleares, engrosamiento de la membrana alveolo-
capilar, hemorragia alveolar, y formación de membranas hialinas). 
Estos cambios en la estructura y función pulmonares se acompañan de una respuesta 
inflamatoria caracterizada por un aumento de la concentración de citoquinas 
proinflamatorias y de la respuesta génica correspondiente. 
Los cambios en la estructura y función colectivamente indican daño pulmonar. Los 
únicos cambios indicativos de disfunción pulmonar son la hiperpermeabilidad 
alveolocapilar y el deterioro del intercambio gaseoso, si se considera, como se 
argumentable, que la función del pulmón como órgano en la economía consiste en 
mantener una permeabilidad alveolocapilar normal (pata evitar la formación de edema 
intersticial y alveolar) y permitir el intercambio gaseoso. 
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El daño pulmonar en el contexto de la ventilación mecánica se acompaña, como han 
documentado varios estudios de manifestaciones sistémicas, incluyendo hipotensión 
(presumiblemente de origen inflamatorio, es decir no causada por cambios en la 
precarga secundarios a oscilaciones cíclicas en la presión intratorácica) y cambios en 
otros órganos  (intestino, riñón) [49, 150, 224]  
 
Estructura y función pulmonares: Características mecánicas 
En lo referente a los resultados discutidos en la presente sección, nuestro modelo 
reproduce los cambios característicos del VILI. La distensibilidad del sistema torácico 
(CDYN) disminuyó a largo del tiempo de observación. El grupo sometido a VT elevado 
mostró un aumento progresivo de  
la presión pico (PIP) y de la resistencia de la vía aérea (RVA) de aproximadamente un 
35% y un 42%, respectivamente, en relación al valor basal, y una disminución de la 
distensibilidad (CDYN) de un 26%. 
Se puede argumentar que los cambios en la distensibilidad del sistema torácico no 
reflejan necesariamentecambios en la distensibilidad estática pulmonar, sino que 
pueden reflejar cambios en la RVA. En efecto, la resistencia de la vía aérea aumentó 
sisgnificativamente en el grupo sometido a ventilación mecánica con VT elevado. Sin 
embargo, al menos en el grupo tratado con DDS, la distensibilidad dinámica disminuyó 
al final del experimento, mientras que no se observaron cambios paralelos en la RVA, 
sugiriendo, por tanto, que los cambios en CDYN no se deben a cambios en RVA sino a 
cambios en la presión plateau (no medida) y por tanto reflejan cambios en la 
distensibilidad estática pulmonar. 
Los cambios observados se encuentran en línea con los hallazgos reportados en la 
literatura sobre investigación en modelos animales de VILI. En diferentes estudios [6, 
229, 239-241] se han descrito tras la administración de un VT elevado los cambios 
observados en nuestro modelo en la PIP, RVA y CDYN. Por ejemplo Tremblay y cols en 
un modelo de lesión pulmonar  (en ratas) con volúmen elevado (VT=15ml.kg
-1  /VT= 
40ml/kg-1  y PEEP=0) la complianza estática disminuye a lo largo de los 150 minutos 
de la VM [6]. Nin y cols ventilando ratas con VT=35ml/kg y PEEP=0 en relación al 
grupo control mostró un aumento de la PIP y una disminución de la compliance en el 
periodo de 75 min de la VM [229]. Hegeman y cols [240] usando VT=15ml/kg y 
PEEP=0, en ratones la complianza estática disminuyó a lo largo del periodo de VM (5 
a 12 horas). Niitsu y cols [241] ventilan ratas empleando PIP=21mmHg y PEEP=0 
durante 90 minutos, observa mejoría de las complianza est´tica al pretatar a los 
animales con un inhibidor no selectivo de la COX. 
En es contexto del presente modelo, los cambios de la mecánica del sistema trorácico 
pueden indicar cambios estructurales pulmonares (i.e; desarrollo de fibrosis), cuyo 
desarrollo no es plausible en el esquema temporal del experimento, o bien desarrollo 
del edema pulmonar. Aun cuando nosotros no hemos medido específicamente 
ninguna variable directamente indicativa de la formación de edema pulmonar (e.g; 
ratio peso seco/peso húmedo), la disminución de la distensibilidad del sistema torácico 
es fuertemente consistente con el desarrollo del edema pulmonar. 
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La conclusión más probable es, pues, que como consecuencia de la ventilación 
mecánica utilizando VT elevado se desarrolle inflamación y edema pulmonares, como 
se ha documentado previamente [242, 243]. Esta conclusión está apoyada también 
por la observación visuial muy clara y evidente (aunque no cuantificada) de edema 
pulmonar apreciado por el experimentador en el momento de la extracción de los 
tejidos al final del experimento. Asimismo, los cambios en la concentración de 
proteínas y de IgM en el fluido del LBA (vide infra) apoyan la hipótesis de desarrollo de 
hiperpermeabilidad alveolocapilar y formación de edema pulmonar como 
consecuencia de la ventilación mecánica con VT elevado. 
 
Intercambio gaseoso 
Asimismo, en el modelo utilizado en la presente investigación se observaron cambios 
consistentes con disfunción pulmonar, como son el aumento de la permeabilidad 
alveolocapilar y el deterioro del intercambio gaseoso. 
Aun cuando la disminución de la PaCO2 desde el comienzo hastya el final (tras 2,5 
horas) del período de ventilación mecánica no alcanzó la significación estadística en el 
presente estudio, es posible que este hallazgo negativo se explique por un error tipo II. 
En efecto, en el grupo tratado con DDS, el cambio alcanzó la significación estadística, 
lo cual si se atribuye al tratamiento con DDS no tiene ninguna plausibilidad biológicaen 
el contexto de la constelación de cambios asociados a la ventilación mecánica con VT 
elevado y al tratamiento con DDS reportados en la presente mrmoria. Los cambios de 
la PO2 en los diferentes grupos se explican mejor por un efecto significativo de la 
ventilación mecánica con VT elevado sobre el intercambio gaseosos. Por otro lado, 
trabajos previos de nuestro grupo utilizando el mismo modelo han descrito cambios 
significativos en la PaO2 [223, 224, 229, 230, 244]. Nuestros hallazgos respecto al 
deterioro del intercambio gaseosotras la administración de VT elevado están en 
consonancia con hallazgos paralelos observados en modelos similares de VILI. 
 
Permeabilidad alveolocapilar 
El aumento detectato en los animales sometidos a ventilación mecánica con VT 
elevado (en comparación con los animales sometidos a ventilación mecánica  con VT 
bajo) de la ratio de la concentración de proteínas en el fluido de LBA y la 
concentración de proteínas en suero es demostrativa de un aumento de la 
permeabilidad alveolo-capilar, cambio fisiopatológico subyacente en la formación de 
edema (Fig. 7, 8 y 9). 
Se podría argumentar que el aumento de la concentración de proteínas en el fluido de 
LBA se debe a la presencia de células en el espacio alveolar. Por esta razón, también 
se midió la concentración de IgM en el fluido de LBA, molécula que sólo puede 
proceder de la sangre y cuya presencia en el fluido del LBA indica aumento de la 
permeabilidad alveolo-capilar. En efecto, se detectó un aumento de la concentración 
de Ig M en el fluido del LBA demostrativo de un aumento de la permeabilidad alveolo-
capilar. 
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El aumento de la permeabilidad alveolocapilar fue muy marcado, resultando un 
hallazgo de gran relevancia para la documentación del modelo. En efecto, la 
demostración de disfunción pulmonar no resulta fácil, ya que sólo el mantenimiento de 
la permeabilidad alveolocapilar y de los intercambios gaseosos normales pueden 
considerarse elementos característicos de la función pulmonar. Otros cambios 
reportados (e.g; en la concentración  de citoquinas, expresión génica, etc.) indican 
daño del órgano pero no necesariamente disfunción. El aumento de la permeabilidad 
alveolocapilar representa un elemento fisiopatológico fundamental para la 
documentación del modelo, ya que permite sustentar el desarrollo de edema pulmonar 
no hidrostático (i.e; por hiperpermeabilidad), característica esencial del VILI y del daño 
pulmonar agudo  (DPA) en general. 
Nuestros resultados sobre la hiperpermeabilidad asociada a la ventilación 
mecánicacon VT elevado  están en consonancia con los resultados de otros grupos  en 
modelo de VILI [149, 150, 230, 245-247]. Por ejemplo Wilson y cols [149]  al evaluar el 
edema pulmonar encuentran un aumento en la concentración de proteínas totales en 
ratones ventilados con VT=43-44 ml/kg y PEEP=0 durante 150 minutos. Wolthouis y 
cols [245] evalúan el edema pulmonar en un modelo de resucitación con fluidos 
ClNa0.9%/Bicarbonato (para prevenir la acidosis metabolica) ventilan ratones con 
VT=7,5ml/kg/ VT=15ml/kg y PEEP=2cmH2O durante 5 horas, encontraron un aumento 
de proteínas totales en LBA y un mayor ratio de peso seco/húmedo en los ratones 
sobreventilados. Por otro lado guery cols [150] demostraron que ventilando a las ratas 
durante 2 horas con dos estrategias ventilatorias (VT=30ml/kg, PEEP=9ml/kg y 
VT=10ml/kg, PEEP=2cmH2O), en las ratas sobreventiladas se econtró una mayor 
concentración de TNF-α a nivel sistémico y esto se asociaba con hiperpermeabilidad, 
que se evaluó midiendo la concentración de albúmina marcada  en el LBA 
(previamente se administró por via i.v. albúmina humana marcada con I1259) . El 




En nuestro modelo se pudo demostrar la presencia de cambios histológicos 
consistentes con DAD (daño alveolar difuso), caracterizados fundamentalmente por la 
presencia de membranas hialinas en el exámen histológico de muestras de tejido 
pulmonar. Este hallazgo otorga particular relevanacia clínica a nuestro modelo de VILI, 
puesto que el DAD es el sustrato histológico del SDRA. 
Hay que señalar que la mayoría de los modelos de ALI (o, más concretamente, de 
VILI) reproducen una condición fisiopatológica inducida por la ventilación mecánica 
utilizando el VT elevado caracterizado por un aumento de la inflamación pulmonar, 
edema pulmonar, e hiperpermeabilidad alveolocapilar, en combinación con cambios 
histológicos indicativos de inflamación tisular. Sin embargo con frecuencia los cambios 
histológicos no incluyen la formación de membranas hialinas. En efecto, otros estudios 
han descrito en el contexto de VILI alveolitis neutrofílica, infiltrado inflamatorio, edema, 
y otros cambios consistentes a DAD VILI [149, 150, 230, 245-247], pero el hallazgo 
específicamente de membranas hialinas no es frecuente. La presencia de membranas 
 Capítulo 2 
139 
 
hialinas añade un gran valor al presente modelo, pues asemeja con más exactitud los 
cambios hustológicos reproducidos a los encontrados en humanos con la condición 
clínica. Por otro lado, la presencia de membranas hialinas, y no sólo la identificación 
de una respuesta inflamatoria, otorga al presente modelo una especial gravedad. 
 
Cambios sistémicos 
El daño pulmonar modelizado en el presente estudio y en otros previos [248-250] se 
acompaña de daño en otros órganos o sistemas. La documentación de estos cambios 
en órganos o sistemas diferentes al pulmón es de particular interés biológico y 
relevancia clínica, pues es conocido que con frecuencia los pacientes con daño 
pulmonar agudo presentan disfunción de otros órganos, que, de hecho, la causa más 
frecuente de muerte de estos pacientes con DPA/SDRA no está directamente 
relacionado con el pulmón (i.e; hipoxemia) sino con el desarrollo de shock y de 
síndrome de disfunción multiorgánica [122, 122, 251-253] 
Varias explicaciones pueden dar cuenta del desarrollo de disfunción de órganos 
diferentes al pulmón en el contexto de VILI, y están en relación con el concepto de 
descompartimentalización de la respuesta inflamatoria. Los mediadores inflkamatorios 
liberados ern el parénquima pulmonar como consecuencia del insulto (VILI) no quedan 
retenidos en el espacio alveolar o en el intersticiopulmonar, sino que acceden a la 
circulación sistémica, como ha sido demostrado en diferentes estudios in vivo y ex vivo 
[254, 255]. Asimismo, se ha demostrado translocación de bacterias del espacio aéreo 
al compartimento sistémico en animales sometidos a ventilación mecánica con VT 
elevado a los que se ha instilado bacterias a través de la tráquea [256]. Este hallazgo 
podría representar otro mecanismo adicional para explicar la estimulación del sistema 
inmune innato durante el VILI. Se volverá a mencionar el concepto de de 
descompartimentalización de la respuesta inflamatoria más adelante, cuando se 
aborde la discusión de los cambios en la respuesta  inflamatoria asociados a la 




Los cambios hemodinámicos (hipotensión progresiva) han sido objeto de estudios 
previos en nuestro laboratorio [223, 230, 244]. Se puede argumentar que la 
hipotensión observada no se trata de un efecto mediado por la inflamación generada 
por el pulmón dañado por la ventilación mecánica (tal como se pretende reproducir en 
el presente modelo), sino que es consecuencia de cambios hemodinámicos debidos a 
aumentos cíclicos de la presión intratorácica y a los consiguientes cambios en la 
precarga ventricular. Sin embargo, nuestros estudios sugieren fuertemente que los 
cambios observados en la presión arterial no se deben a cambios en la precarga 
cardíaca, sino que más bien se trata de cambios que se desarrollan en el contexto de 
una respuesta inflamatoria generada por el pulmón dañado por la ventilación mecánica 
[229]. 
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También hemos demostrado en el presente modelo disfdunción vascular in vitro 
caracterizada una disminución de la respuesta vasoconstrictora (a diferentes dosis de 
norepinefrina) y vasodilatadora dependiente del endotelio (a diferentes dosis de 
acetilcolina) en anillos vasculares procedentes de animales sometidos a ventilación 
mecánica con VT elevado. Estos resultados no se presentan en esta memoria, sino 
que han sido descritos  previamente utilizando el mismo modelo de VILI [49, 223, 224]. 
Nuestros resultados son consistentes con un aumento inducido por la ventilación 
mecánica de la liberación de NO y de aniones superóxido. Encontramos que el 
tratamiento in vitro de los anillos vasculares procedentes de animales sometidos a 
ventilación mecánica con VT elevado. Este hallazgo proporciona evidencia indirecta de 
la implicación de un aumento de la formación de peroxinitrito (originado a partir de la 
reacción entre el radical superóxido y el NO) en la disfunción vascular asociada a la 
ventilación mecánica. 
 
Determinaciones bioquímicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP) 
El concepto de la descompartimentalización de la respuesta inflamatoria (i.e. la 
aparición en el circulatorio u otros órganos de mediadores inflamatorios procedentes 
del pulmón) explica los hallazgos de disfunción o daño de otros órganos diferentes del 
pulmón durante VILI. Este paradigma ha sido reproducido en nuestro modelo, en el 
cual hemos demostrado disfunción o daño en otros órganos diferentes del pulmón 
durante la aplicación de ventilación mecánica con VT elevado. 
En efecto, hemos demostrado en los animales sometidos  a ventilación mecánica con 
VT elevado hipotensión arterial, así como elevación de la actividad sérica de GOT y CK 
y (de forma no significativa) de GPT y LDH y de la concentración sérica de glucosa. 
Los cambios a los que se aluden en el presente apartado inducidos por la ventilación 
mecánica con VT elevado  (glucosa, LDH, CK, GOT y GPT) se observaron en ambos 
grupos (con y sin tratamiento con DDS). Algunos de estos cambios alcanzaron la 
significación estadística tanto en el grupo tratado como no tratado con DDS (CK); 
otros, sólo en el grupo no tratado con DDS (GOT), lo que va en consonancia con 
estudios previos [223, 229]; y finalmente, otros se observaron sólo en el grupo tratado 
con DDS (glucosa, LDH, GPT). En el contexto del amplio espectro de determinaciones 
realizadas en esta investigación, y en la interpretación global de estos efectos (ver al 
final de la discusión) pensamos que la significación de estos hallazgos en grupos 
tratados o no tratados con DDS, con valores que presentan una gran dispersión, no 
reflejan sino cambios que se producen en general en el contexto de la ventilación 
mecánica con VT elevado, independientemente del tratamiento con DDS. 
La hiperglucemia inducida por la ventilación mecánica con VT elevado indica 
posiblemente un fallo en el metabolismo energético. Estudios de espectroscopía de 
resonancia magnética nuclear (RMN) en modelos animales [244, 257] apoyan el 
concepto de que el daño pulmonar agudo se asocia con alteraciones en el 
metabolismo energético. Serkova y cols [257] instilaron por vía intratraqueal citoquinas 
proinflamatorias y observaron mediante espectroscopía de resonancia magnética 
cambios en la concentración de ATP, ADP y glucosa, que indicaban afectación del 
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metabolismo energético en el contexto de DPA. Nosotros también hemos encontrado 
cambios en el tejido pulmonar mediante RMN en muestras de tejido pulmonar 
procedentes de animales sometidos a VILI que sugieren la misma conclusión. 
La elevación significativa en los animales sometidos a ventilación mecánica con VT 
elevado (en comparación con VT bajo) de la actividad sérica de LDH, CK, GOT y GTP 
indica daño celular inespecífico, ya que se trata de enzimas presentes de forma ubicua 
en numerosos tipos celulares. Si estos cambios indican disminución global del flujo 
sanguíneo sistémico, o bien indican más bien daño celular en el contexto de la 
inflamación sistémica asociada al VILI, no puede ser determinado con los resultados 
del presente estudio. Nuestros hallazgos en estudios previos demostrando atenuación 
de los cambios mencionados mediante el tratamiento con dexametasona sugieren, 
pero no demuestra, que se trata de cambios debidos a la respuesta inflamatoria 
asociada al biotrauma pulmonar. 
En estudios relacionados con VILI en animales pequeños se ha desarrollado 
induficiencia renal con aumento de la concentración sérica de creatinina [222, 230, 
246]. Por ejemplo Imai y cols [222] producen VILI en conejos mediante aspiración de 
ácido clorhídrico seguido de 8 horas de ventilación mecánica (sobreventiladas: VT=15-
17ml/kg y PEEP=0-3 cmH2O; Control: VT=5-7ml/kg y PEEP=9-12 cmH2O con 
reposción con lactato de Ringer 10ml/kg/h) ; A la octava hora  encuentran un aumento 
de la concentración de creatinina en plasma de los conejos sobreventilados en 
relación con el grupo control. 
Nin y cols [230], demostraron en ratas sépticas, elevación de la concentración sérica 
de creatinina tras 75 minutos de ventilación mecánica con VT=35ml/kg y PEEP=0 ( 
durante la ventilación mecánica  no hubo reposición con salino) ; la sepsis por punción 
ligadura cecal (cecal ligadure puntion CLP) fue inducida 48 horas antes de la 
ventilación mecánica. 
Choi y cols [246] demostraron que la lesión microvascular  causada por VILI es 
atenuada por la inhibición de la oxido nítrico sintasa endotelial. En este estudio se 
ventilaron a las ratas con (VT=7ml/kg o VT=20ml/kg y PEEP=0cmH2O  (con y sin 
reposición de salino)  durante2 horas  y se las dejó evolucionar 24 horas más en jaulas 
metabólicas.  Ellos no encontraron diferencias significativas en la concentración de 
creatinina en suero, orina  y en la fracción excretada de sodio. El grupo  tratado con L-
NAME  (sobreventilado sin reposición con salino) reveló una menor concentración de 
creatinina en suero con respecto al grupo no tratado con L-NAME. Demostrando así 
que la  sobreventilación y el L-NAME influyen en la función renal. 
Nosotros no encontramos  cambios en la concentración sérica de creatinina. Esta 
discrepancia puede ser debida a que en nuestro modelo se repuso volumen 
intravascular de forma constante por vía intravenosa en comparación a otros estudios 
[246]. Otra explicación plausible es que la  elevación de la concentración sérica de 
creatinina puede requerir más tiempo del contemplado en nuestro modelo (2,5 horas), 
ya que en otros estudios la concentración sérica es evaluada 24 horas después del 
insulto ventilatorio [246]. 
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Otras determinaciones en sangre (pH, lactato, PaCO2) 
Otras determinaciones en nuestro modelo incluyeron las variables analizadas en la 
gasometría arterial. En el contexto del daño sistémico habría sido consistente el 
hallazgo de acidosis metabólica (con disminución de bicarbonato arterial) acompañada 
de hiperlactatemia. Sin embargo no encontramos cambios significativos en el pH 
arterial (que mostró una tendencia no significativa a una moderada disminución), ni en 
la concentración arterial de bicarbonato o de lactato, sugiriendo un flujo arterial 
sistémico y un metabilismo celular preservado en el contexto de VILI. Estos hallazgos 
(ausencia de cambios en el pH, bicarbonato y lactato) apoyan también el concepto 
(antes discutido) de que otros cambios detectados se explican mejor por el desarrollo 
de la respuesta inflamatoria sistémica que por una disminución en el flujo sistémico. 
 
Cabe destacar la ausencia de los cambios en la PaCO2. En efecto, la misma 
característica esecial del modelo (al aumento de VT) conlleva necesariamente un 
aumento de la ventilación alveolar (VA=[VT-VD]*f) y la consiguiente grave hipocapnia y 
alacalosis respiratoria (PaCO2=VCO2/VA). Este cambio (hipocapnia, alcalosis 
respiratoria) alteraría todas las variables bioquímicas analizadas, muy notablemente 
las mediciones realacionadas con la inflamación tisular y sistémica, invalidando por 
tanto cualquier interpretación de los hallazgos basada en una relación entre el daño 
pulmonar inducido por la ventilación mecánica y los cambios encontrados. Paraevitar 
la confusión generada por este factor (hipocapnia y alcalosis respiratoria), es 
necesario que la PaCO2 permanezca constante durante el experimento a paesar de la 
aplicación de un VT elevado. Esto se consiguió mediante la prolongación del espacio 
muerto en los animales sometidos a VT elevado con ell objeto de mantener constante 
(i.e; comparable a la del grupo sometido a VT bajo) la ventilación alveolar. 
El aumento del espacio muerto se consiguió prolongando el circuito de conexión de la 
cánula traqueal del respirador, tal como se podría realizar en pacientes sometidos a 
ventilación mecánica. Puesto que la magnitud del espacio muerto necesario para 
mantener la ventilación alveolar en el contexto de la aplicación de un VT elevado no es 
conocida, numerosas pruebas fueron necesarias antes de encontrar la longitud exacta 
de prolongación del circuito suficiente para mantener constante la PaCO2 en el grupo 
sometido a VT elevado. La exactitud en estos experimentos y el éxito logrado puede 
evaluarse al observar los valores casi idénticos de PaCO2 en los diferentes grupos 
independientemente de la administración de un VT elevado. 
 
Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis 
 
Generalidades y TNF-α 
En nuestro estudio, la aplicación del VT elevado (en ratas no tratadas con DDS), en 
comparación con VT bajo, se asocio con una respuesta inflamatoria en el tejido 
pulmonar. Esta respuesta inflamatoria se caracterizó por una significativa mayor 
concentración de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 y (no alcanzando la significación 
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estadística) IL-1β. Se objetivó asimismo que el VT elevado se asoció con una mayor 
expresión de genes (TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1), en comparación con la 
administración de VT bajo, y una menor expresión de CXCR-2 (receptor de MIP-2). A 
pesar de una tendencia a mayores concentraciones de IL-1β en el tejido pulmonar, la 
concentración en el LBA de IL-1β se encontraba disminuida significativamente (no se 
midieron otras citokinas en el LBA). 
Estos cambios (variaciones en la misma dirección de todas las citokinas analizadas, 
cambiosparalelos en la expresión génica correspondiente, y cambios recíprocos en la 
expresión génica de CXCR-2, el receptor de MIP-2) presentan una extraordinaria 
consistencia interna. 
El desarrollo de una respuesta inflamatoria pulmonar como consecuencia de la 
ventilación mecánica con VT elevado ha sido descrito en numerosos estudios y no 
constituye ninguna novedad (referencias). Sin embargo, la documentación de esta 
respuesta es de fundamental importancia para la caracterización del presente modelo. 
En efecto, la demostración de un aumento de la concentración de citoquinas y de 
sucorrespondiente expresión génicaes necesaria para fundamentar la validez del 
modelo, puesto que el concepto de daño pulmonar inducido por la ventilación 
mecánica (VILI) se encuentra basado presisamente en la demostración de la 
respuesta inflamatoria en el tejido. 
Por ejemplo Chiumello y cols [254] sometieron ratas a varias estrategias ventilatorias 
durante cuatro horas tras la administración intrataqueal de HCl. Encontraron en el 
suero de animales sometidos a VT alto  (VT=42ml/kg PEEP=0 cm H2O) niveles más 
elevados de TNF-α entre la primera y la cuarta hora y de MIP-2 tras la primera hora. 
En  fluido de LBA  se encontró un aumento significativo de TNF-α y MIP-2 a la cuarta 
hora en el grupo sometido a VT elevado. 
Tremblay y cols [4] describieron elevación de TNF-α, IL-1β, IL-10, IL-6 y MIP-2 en el 
BALF de ratas sometidas a distintas estrategias lesivas de ventilación durante dos 
horas apoyando el papel de las citoquinas tanto para iniciar como para propagar 
localmente y de forma sistémica la respuesta inflamatoria . 
Nuestros resultados del análisis de la concentración de TNF-α en tejido pulmonar son 
concordantes con los de otros estudios que usan distintas estrategias ventilatorias [4]. 
Por ejemplo, Tremblay  y cols [4] producen en ratas VILI mediante administración de 
LPS intravascular seguida de dos horas de ventilación mecánica (en un modelo ex 
vivo, no perfundido)  y analizan el efecto de diferentes estrategias ventilatorias 
empleando diferentes VT y niveles de PEEP (control: VT=7ml/kg y PEEP=3cmH2O, 
Sobreventiladas: VT=40ml/kg y PEEP=0cmH2O,   VT=15ml/kg y PEEP=10cmH2O,  
VT=15ml/kg y PEEP=0cmH2O) ventiladas durante 2 horas sobre la producción de 
diferentes citoquinas pro-inflamatorias en pulmones de rata pre-tratadas y no pre-
tratadas con LPS. Encontraron en el grupo pretaratado y en el no-pretratado con LPS 
y ventilado con VT 40ml/kg y con PEEP=0 un aumento significativo de TNF-α, IL-1β, 
IL-6, IL-10  y MIP-2 en el fluido de LBA. Siendo mucho mayor en el grupo tratado con 
LPS y en la expresión del genes de TNF-α, resulto mayor expresión en el grupo 
ventilado con VT=15ml/kg y PEEP=0cmH2O. 
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En base a los experimentos de Tremblay y cols [4]; Ricard y cols [104] repitieron la 
misma estrategia ventilatoria in vivo en ratas, y no encontraron diferencias en los 
niveles de TNF-α tanto en fluido de LBA como en el suero entre los distintos grupos de 
estudio no pre-tratados con LPS. Sin embargo, se observaron diferencias significativas 
entre los grupos con y sin pretratamiento con LPS que recibieron la estrategia 
ventilatoria lesiva.  
Los resultados de Tremblay y cols y de Ricard y cols [4, 104] pueden ser interpretados 
de múltiples formas y ponen de manifiesto algunas inconsistencias en relación a la 
liberaciónde TNF-α en el VILI. Una explicación puede estar en relación con las 
características del modelo ex vivo. El modelo ex vivo (no perfundido) puede exhibir 
una respuesta determinada en parte por el efecto de la isquemia, que puede per se 
inducir una liberación de citoquinas de forma tiempo dependiente. Otro elemento 
explicativo de la discrepencia entre los experimentos ex vivo versus in vivo. El modelo 
ex vivo (no perfundido) puede exhibir una respuesta determinada en parte por el 
efecto de la isquemia, que puede per se inducir una liberación de citoquinas de forma 
tiempo dependiente. Otro elemento explicativo de la discrepancia entre los 
experimentos ex vivo de Tremblay y cols (mostrando liberación de TNF-α en relación 
con la aplicación de VT elevado) y de Ricard y cols (no mostrando liberación de TNF-α  
in vivo) puede ser la falta de reproducibilidad de los resultados entre laboratorios, 
sobre todo en cuanto al tiempo total de isquemia en el pulmón. En ambos grupos se 
reportaroin los resultados del análisis de TNF-α en el fluido de LBA. Estos puede 
infraestimar los niveles de TNF-α  totales en el pulmón si se compara con las 
mediciones en muestras de tejido pulmonar. Por ejemplo, si el daño ocurre en la vía 
aérea pequeña y en los alveolos, pero también ocurre en el intersticio, la evaluación 
de citoquinas en todo el pulmón de forma homogénea es más completa (pequeña vía 
aérea, alveolo e intersticio) que en el fluido de LBA (pequeña vía aérea y alveolo). 
En el presente trabajo, nosotros analizamos el TNF-α de forma homogénea, sino que 
analizamos solamente el lóbulo inferior derecho. Otro motivo que explicaría nuestros 
resultados discrepantes de los niveles de TNF-α es el comportamiento cinético de 
TNF-α. Un análisis de la cinética de la expresión de TNF-α en un periodo de tiempo 
más prolongado de ventilación mecánica podría ayudar a resolver alguna de las 
inconsistencias mencionadas. Por ejemplo muchas citoquinas que se liberan 
inicialmente (como el TNF-α)  pueden encontrarse aumentadas en los minutos 
siguientes a la aparición del daño, mientras que en otros estudios la expresión de 
TNF-α puede ser bifásica, teniendo 2 picos durante el daño pulmonar [258]. 
Nuestros resultados sobre la expresión del gen de TNF-α son semejantes a los 
encontrados por otros investigadores. Tremblay y cols [6], usando un modelo ex vivo 
de VILI, encontraron un incremento significativo de la expresión de TNF-α en el tejido 
pulmonar sometidos a VT alto. Asimismo Imay y cols encontraron un incremento no 
significativo de la expresión de TNF-α en un modelo in vivo de ratas ventiladas con VT 
elevado. 
De forma general, nuestros resultados y los anteriormente publicados soportan el 
concepto de una liberación de TNF-α en el tejido pulmonar durante el desarrollo de 
VILI. Sin embargo es necesario llevar a cabo estudios de cinética de determinaciones 
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realizadas en homogenados de todo el tejido pulmonar y en fluido de LBA para 
encontrar en qué momento (o momentos) ocurren los picos de expresión de TNF-α. 
 
IL-1β 
Hemos encontrado que la ventilación mecánica con VT alto induce un aumento aunque 
no significativo de la IL-1β, en el tejido pulmonar. Sin embargo se encontró una 
disminución significativa de la concentración de IL-1β en el LBA. 
La aparente discrepancia en estos resultados (disminución de la concentración en LBA 
y tendencia a aumento en la concentración en tejido pulmonar) ya ha sido observada 
en estudios previos. Copland y cols [129] encuentran en un modelo en ratas de VILI 
(control: no ventiladas sobreventiladas: 25ml/kg PEEP=0 durante 180 minutos) un 
aumento tiempo dependiente de los niveles de pro IL-1β en el tejido pulmonar que 
alcanzó su pico máximo a los 90 minutos en comparación con el grupo control. 
No se apreciaron cambios en la forma secretada, es decir, la forma activa de IL-1β. 
Además demostraron que la IL-1βse localizaba en el epitelio bronquial  en las ratas 
que desarrollaban VILI. Por otro lado Frank y cols [259] encontraron menor 
concentración de IL-1β en el BAL del grupo que recibió VT alto en comparación con el 
grupo que recibió VT bajo. Estos hallazgos contrastan  con los de Tremblay y cols; 
quienes encontraron en su modelo ex vivo de VILI un aumento transitorio de IL-1β en 
el LBA [4]. Sin embargo Ricard  y cols también encontraron en un modelo in vivo una 
disminución de la concentració  de IL-1β en el fluido de LBA. Sin embargo, Ricard y col 
también encontraron en un modelo in vivo una disminución de la concentración de IL-
1β en el fluido de LBA. 
En consideración a los resultados del presente estudio y de los publicados 
previamente, no se puede explicar  de forma combinada los hallazgos  de un aumento 
de la concentración de IL-1β en el tejido pulmonar  y de una significativa disfunción del 
LBA. Es posible que la IL-1β se libere al intersticio y espacio alveolares en condiciones 
de inflamación inducida por la ventilación mecánica y que la fijación de los receptores 
(o quizá su destrucción en el espacio alveolar por proteínas) explique una disminución 
de su concentración en el LBA. 
El papel fisiopatológico de IL-1β en el VILI ha sido documentado  por Frank  y cols 
[259], en un modelo de ventilación mecánica en ratas sometidas a VT=30 ml/kg y 
PEEP=0 cmH2O durante 7 horas. El bloqueo de la acción de IL-1β mediante la 
administración i.v. de IL-1Ra (antagonista del receptor de IL-1β) atenuó el aumento de 
la permeabilidad alveolo-capilar [259] También se ha reportado que la administración 
de IL-Ra en aerosol disminuye la extravasación de leucocitos en el tejido pulmonar en 
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IL-6, MIP-2, MCP-1 
Nuestros resultados también demostraron un aumento tanto de la concentración de la 
proteína como de la expresión génica de IL-6, MIP-2 y MCP-1 en animales sometidos 
a VT elevado en comparación con VT bajo. La consistencia de los resultados viene 
apoyada por el hallazgo de una disminución en la expresión génica de CXCR-2, el 
receptor de MIP-2. Sin embargo, la expresión génica de CCR-2 (el receptor de MCP-1) 
no cambió en el grupo sometido a VT elevado en relación con el grupo sometido a VT 
elevado en relación al grupo sometido a VT bajo. La ausencia de coincidencia 
universal entre la concentración tisular de la proteína y de la expresión del gen del 
receptor correspondiente probablemente se explique por diferencias en la cinética de 
la expresión en ekl RNAm y de la proteína. 
La IL-6 y MIP-2 son marcadores sensibles de daño pulmonar inducido por la 
ventilación mecánica. Esta hipótesis se confirmó en ratas ventiladas [6, 255, 261-265]. 
Recientemente se ha demostrado la liberación de IL-6 en el aspirado traqueal de niños 
sanos sometidos a ventilación mecánica [261]. MIP-2 (el aquivalente murino a la IL-8 
humana) juega un papel importante tanto en el reclutamiento de neutrófilos y como en 
el remodelamiento vascular cuando se desencadenan un procesio inflamatorio 
inducido pore el estiramiento debido a la ventilación mecánica [265, 266]. 
Nuestros hallazgos en nuestro modelo de VILI de un aumento de la concentración y de 
la expresión génica de IL-6, MIP-2 y MCP-1 concuerdan con observaciones 
previamente publicadas  [216-220]. En pulmones perfundidos y ventilados ex –vivo 
durante 2 horas con VT=40ml/kg y PEEP=0 cmH2O se encontró (en comparación con 
VT=7ml/kg y PEEP=3cmH2O) un aumento en la expresión génica de IL-6 en el tejido 
pulmonar y en el fluido de LBA [6]. 
La causa de la estimulación del sistema inmune innato en el VILI está probablemente 
en relación con la activación del factor de transcripción NFқB inducida por un 
mecanismo de mecanismo de mecanotransducción que induce la expresión de 
mediadores inflamatorios [255, 262, 263]. 
 
TLR-4 
Entre las mediciones indicativas del estado inflamatorio incluimos la determinación de 
la concentración de TLR-4 en el tejido pulmonar. Los receptores tipo Toll (TLRs) 
desempeñan un papel importante en la respuesta inmune a patógenos [267]. Esta 
familia de 9 miembros activa una serie de vías de señalizaciones altamente 
conservadas y complejas que conducen a la activación de NF-қB para la iniciación de 
vareios procesos, como la inflamación, la respuesta inmune innata y los mecanismos 
de reparación. Algunos TLRs tienen ligando específicos, como por rejemplo la LPS y 
el DNA viral, que son ligandos de TLR-4 y TLR-3 respectivamente. Recientemente se 
ha demostrado que los TLRs pueden ser activados tras un insulto no séptico, como 
por ejemplo mediante la aspiración del ácido [75] y la ventilación mecánica [268]. 
El papel de TLR-4 en la respuesta inflamatoria a la ventilación mecánica ha sido 
previamente explorado. Veneker y cols [268] demostraron que en los animales 
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deficientes de TLR-4 se reduce la respuesta inflamatoria inducida por la ventilación 
mecánica. Aún no se ha determinado los activadores endógenos específicos de los 
TLRs, pero dentro de los candidatos se incluyen a los componentes de la matriz 
modificados, ácido hialurónico, HMGB-1 y fosfolípidos oxidados  (Fig #).  En este 
estudio, se ventilaron ratones (VT bajo: 8ml/kg, PEEP=4cmH2O 
La activación de TLR-4 da lugar a la activación de dos vía de señalización, MYD88 y 
TRIF[269]. 
La vía de señalización mejor caracterizada es la de MYD88 y la que activa de manera 
rápida al NF-қB [270]. Consiste en que MYD88 recluta a IRAK (Kinasa asociada a IL-
IR) y TRAF-6 conllevando a la activación de los complejos  IKK  α/β/γ. 
La señalización a través de TRIF se concreta a través de IKK-ε, que activa a IRF-3 y la 
expresión de los genes  de IFN inducible. También se demostró que TRAF-6 
interacciona con TRIF a través del dominio n-terminal de TRIF  y de esta manera 
activa a NF-қB in vitro [271].Imai y cols [75] demostraron que la vía de  TRIF (TLR4-
TRIF-TRAF-6)  y no a través de MYD88 controla la inflamación en la respuesta a la 
lesión pulmonar inducida por la aspiración de ácido o ante un patógeno viral. 
Vaneker y cols [270] utilizaron ratones modificados genéticamente  (wild type y knock 
out para TRIF) sometidos a ventilación mecánica con VT=8ml/kg y PEEP=4 cm H2O, 
Fi02=0,40 durante 4 horas. El estiramiento inducido por la ventilación mecánica activó 
una respuesta inflamatoria local  y sistémica. Se asoció con un incremento de IL-1α, 
IL-1β y  (Keratinocyte-derived chemokine (KC, CXCL1) que es un quimioatrayente de 
neutrófilos y actua vía receptor CXCR2 en animales wild type, mientras que en 
animales KO para TRIF sólo se encontró un modesto incremento de IL-1β y CK. Por 
otro lado, los animales KO para TRIF exhibieron una reducción de la activación de NF-
қB. Los animales wild type presentaron mayores cambios en la concentración de IL-6 y 
de CK en comparación con los animales KO para TRIF. 
Se encontraron resultados en guardan consonancia con nuestros resultados y con los 
de otros estudios previos en animales [268, 270] y clínicos [272, 273]. 
Por ejemplo Vaneker y cols [268] demostraron  que TLR-4 esta involucrado en la 
respuesta inflamatoria desencadenada por la ventilación mecánica.  
 
Apoptosis 
El proceso de la aopotosis es fundamental para el desarrollo y la función pulmonar 
[274]. La apoptosis juega un papel fisiopatológico importante en la remodelación de 
tejido pulmonar eliminando tanto el exeso de células epiteliales como las células 
mesenquimales tras la lesión [275]. 
Nuestros resultados sugieren que la ventilación mecánica con VT alto induce apoptosis 
en el parénquima pulmonar. El número de células fluorescentes por la técnica del 
TUNEL es unas 4 veces mayor en los animales sometidos a VT elevado en 
comparación con los animales sometidos a VT bajo . 
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Este efecto se observa en las imágenes de microscopía de fluorescencia, donde se 
aprecia que el incremento de la apoptosis potencia la fluorescencia del substrato que 
se une a las hebras fragmentadas de DNA. Las células apoptóticas parecen 
localizarse en la mucosa de la vía aérea y en la pared alveolar. 
Estudios previos han demostrado que una estrategia lesiva de ventilación mecánica in 
vivo induce apoptosis en neumocitos tipo II y en células bronquiales, y el estiramiento 
celular in vitro induce apoptosis en las células epiteliales alveolares [276-278]. Para 
reconocer mediante inmunohistoquímica que tipo de células sufren apoptosis es 
necesario realizar un doble marcaje: un marcaje para apoptosis (TUNEL); y otro 
marcaje bien con anti-citoqueratina 18 (para localizar células epiteliales) o bien con 
anti-proteína C prosurfactante (para localizar los neumocitos tipo II). 
Nuestros resultados están en consonancia con los resultados de otros estudios en los 
que se demuestran tanto in vivo (ventilación mecánica) como in vitro (estiramiento 
mecánico) que el estiramiento mecánico induce apoptosis, que afecta sobre todo a 
células epiteliales alveolares tipo II [279-282]. 
Yasmin y cols, demostraron apoptosis en células alveolares tipo II procedentes de rata 
sometidas a un estiramiento del 22% a 3Hz durante 1 hora [279]. Stefan-
Hammerschmidt y cols encontraron un 24% de apoptosis en células alveolares tipo II 
sometidas a un estiramiento del 60%durante 24 horas [283]. Ju Gao y cols también 
encontraron apoptosis utilizando un régimen de 20% de estiramiento durante 6 horas 
[282]. Estos estudios en modelos en células aisladas presentan ciertas limitaciones. 
En primer lugar, se ha eliminado la influencia de otros tipos celulares. En 
segundolugar, no se tomó en cuenta la localización inter-espacial, ya que realmente 
los neumocitos tipo 2 se sitúan de manera preferente en las esquinas de los alveolos. 
Por estas razones es muy difícil interpretar los resultados de estudios en cultivos 
celulares porque no se puede imitar el tipo de régimen de estiramiento alñ que son 
smetidas estas células en el pulmón bajo condiciones fisiológicas. 
¿Hay evidencia de activación  de la apoptosis en las células tipo dos por la 
deformación durante la respiración fisiológica in vivo? Estudios in vivo demuestran que 
la ventilación mecánica con VT alto activa la apoptosis de las células epiteliales que 
tapizan los alveolos, sobre todo los neumocitos tipo II y las células epiteliales de las 
ramas bronquiales. Makena y cols, encontraron en el parénquima pulmonar de ratones 
ventilados con VT= 25µl/g durante 4 horas un número significativo de la apoptosis en 
células alveolares tipo II, tanto mediante TUNEL como mediante la determinación de 
caspasa-3 mediante Western blot, copn respecto al grupo normoventilado [278]. En 
estudios en humanos sometidos a ventilación mecánica se encontró un aumento en la 
actividad apoptótica de las células epiteliales y bronquiales pero no de células de 
origen mesenquimal [284]. 
La apoptosis pude ocurrir tanto por la vía extrínseca o intrínseca (mitocondrial). En el 
caso de la apoptosis en el VILI, es desconocido en el momento presente el 
mecanismo de activación de la apoptosis en el parénquima pulmonar. Algunos 
estudios han demostrado una activación de la vía intrínseca. Por ejemplo, Kroon y 
cols. sugieren que la ventilación mecánica y las células estiradas activan la vía 
FasL/Fas debido a que encuentran un incremento en la expresión de FasL y 
 Capítulo 2 
149 
 
unaumento de la caspasa 8, que da lugar a la activación de las caspasas efectoras 3 y 
7. Otra alternativa es que el estiramiento mecánico de las células podría incrementar 
el FasL soluble mediante la ruptura proteolítica de FasL de la membrana a través de 
ADAM y MMP14. FasL se podría unir a los receptores de las células epiteliales 
induciendo apoptosis [285, 286]. 
Por otro lado Egr1 es un regulador transcripcional proinflamatorio que coordina la 
respuesta proinflamatoria [287, 288], sobre todo de genes relacionados con el 
desarrollo y la apoptosis [287], incluyendo FsL [289]. El incremento de la expresión 
tanto de Erg1 y FasL de las células alveolares tipo II como consecuencia de la 
ventilación mecánica sugiere que Egr1 puede activar la vía extrínseca a través de la 
sobre-expresión de FasL. 
Otro posible mediador para la apoptosis es la IL-8. Se sabe que Egr-1 regula la 
expresión de IL-8 [290] y que niveles elevados de IL-8 inducen apoptosis vía FasL, ya 
que su expresión también se incrementa [291]. Por otro lado, nosotros hemos 
encontrado un aumento significativo en los niveles de proteínas y de expresión génica 
de MIP-2 en tejido pulmonar procedente de animales sometidos a VT elevadoen 
comparación con VT bajo, que en parte es mediada también a través de la vía Egr1 
[277]. 
En resumen, nuestro hallazgo de un aumento de la poptosis en tejido pulmonar 
procedente de animales sometidos a ventilación mecánica con VT elevado aporta 
validez a nuestro modelo de VILI. El aumento de la poptosis asociado al VILI o al 
estiramiento in vitro de células epiteliales alveolares ya ha sido reportado previamente. 
Sin embargo, la demostración de este fenómeno en el presente modelo es de gran 
importancia tanto para una más extensa documentación del modelo como para 
reconocer otra varable que pudiera ser objeto de estudio en el caso de implementar 
alguna medida terapéutica, como es el caso de la DDS en el presente estudio. 
 
Respuesta inflamatoria: determinaciones séricas 
Es conocido que la respuesta inflamatoria local inducida por la ventilación mecánica 
no queda confinada al pulmón, sino que se pueden observar cambios en la 
cxoncentración de citoquinas en el suero y en otros órganos. Este fenómeno, 
denominado descompartimentalización de la respuesta inflamatoria, explica los 
cambios en el sistema inmune innato en órganos diferentes del pulmón durante la 
ventilación mecánica con VT elevado. Las citoquinas liberadas por las células del 
parénquima pulmonar durante el insulto mecánico no permanecen en el espacio 
intersticial o intraalveolar, sino que acceden a la circulación y pueden ser detectadas 
en la sangre. Estas citoquinas circulantes pueden estimular el sistema inmune innnato 
en diferentes órganos y sistemas, produciendo daño a distancia del pulmón. 
La documentación de este fenómeno es importante para demostrar que el modelo es 
útil para explicar los mecanismos del daño no pulmonar asociado a la ventilación 
mecánica. Por otro lado, la demostración de los cambios sistémico asociados a la 
ventilación mecánica  tiene particular relevancia clínica, puesto que los pacientes con 
SDRA (e, hipotetizamos, con VILI, entidad no reconocible actualmente en pacientes) 
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facllecen como consecuencia de shock y fracaso secuencial de órganos (fracaso 
multiorgánico), más que como consecuencia de hipoxemia en el contexto de la 
insuficiencia respiratoria. 
Nosotros encontramos un aumento significativo de la concentración sérica de MIP-2, y 
(sin alcanzar la significación estadística) de IL-1beta. Estos resultados son 
consistentes con una descompartimentalización de la respuesta inflamatoria inducida 
en el pulmón por la ventilación mecánicacon VT elevado. Esta conclusión (sobre la 
descompartimentalización de la respuesta inflamatoria en el VILI) esta reforzada por el 
hallazgo de cambios significativosen la concentración de algunas citoquinas en el 
tejido intestinal como órgano no pulmonar (vide infra). 
La propuesta de que la elevación sérica de MIP-2 procede del tejido pulmonar es una 
asunción que hay que justificar. De hecho como se discutirá en detalle más abajo, el 
intestino (y las bacterias intestinales) pueden tener un papel en la producción de la 
citoquinas que se refleje en determinaciones séricas. Sin embargo, como se discutirá 
más abajo, nosotros encontramos una marcada disminución de la concentración 
tisular de MIP-2 en el intestino, acompañada de una casi supresión de la expresión 
génica de MIP-2 y de CXCR-2, su receptor. Por tanto, parece razonable asumir que la 
MIP-2 detectada en el suero procede del pulmón, donde su concentración se encontró 
en efecto, muy elevada. Otras citoquinas cuya expresión se encontró elevada en tejido 
pulmonar de animales sometidos a VILI no presentaron un aumento en la 
concentración sérica. Parece, pues, que en nuestro modelo la 
descompartimentalización de la respuesta inflamatoria sólo puede ser detectada 
mediante la determinación de MIP-2, o quizá mediante la determinación de otras 
citoquinas no determinadas por nosotros. 
La descompartimentalización de la respuesta inflamatoria ha sido descrita en otros 
modelos de VILI [150, 254, 261, 265]. Por ejemplo, Guery y cols [150] encontraron un 
aumento de la concentración sérica de TNF-α y un aumento de la permeabilidad 
intestinal en ratas sometidas a ventilación mecánica con VT elevado. Siguiendo la 
misma línea Haitsma y cols [261] ventilaron ratas durante 90-240 minutos con 
diferentes estrategias (VT en ml/kg /PEEP en cmH2O: 32/6, 32/0 y 13/3) y encontraron 
un aumento de la concentración sérica de IL-6 y MIP-2  sólo en las ratas ventiladas 
con VT alto, sin embargo  en el LBA la concentración de MIP-2  aumentó con las tres 
estrategias ventilatorias; sugiriéndonos que la VM induce una respuesta inflamatoria 
local pero sólo las estrategias ventilatoria lesivas son capaces de promover la 
descompartimentalización de mediadores inflamatorios. 
Algunos de nuestros resultados no son exactamente coincidentes con los resultados 
de estudios antecedentes utilizando otros modelos de VILI. Por ejemplo, Chiumello y 
cols [254] inducen VILI en ratas mediante aspiración con HCl seguida de cuatro horas 
de ventilación mecánica (modelo de doble daño); Los niveles de MIP-2 y TNF-α 
empiezan a elevarse a partir de las 2 horas en el LBA y en el suero TNF (a partir del 
tiempo basal) y MIP-2 (a partir de la 1ra hora). Comparandolo con nuestros resultados, 
es probable que en nuestro modelo, de un solo daño y de corta duración (2,5 horas) 
no sea tan agresivo como el modelo de Chiumello para que no haya un aumento de 
TNF-α en el suero y si de MIP-2. Sin embargo los hallazgos encontrados en el 
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compartimento pulmonar fueron similares, es decir que se detectó un aumento de la 
concentración proteíca y de genes  de MIP-2 y TNF-α en el parénquima pulmonar. La 
respuesta inflamatoria activada en el parénquima pulmonar (elevación de MIP-2 y 
TNF-α) y desde el compartimento alveolar e intersticial vertirse al circuito sanguíneo, 
proceso que puede ocupar más tiempo de las dos horas de estudio.  
Estas discrepancias pueden ser explicadas por diferencias en los modelos (insulto 
único o doble), o por distinta cinética de liberación de las citoquinas analizadas. 
Sin embargo, existe la coincidencia fundamental entre nuestros resultados y los de 
otros estudios en que la ventilación mecánica con VT elevado evoca una respuesta 
inflamatoria pulmonar que puede ser detectada mediante la determinación de la 
concentración del tejido pulmonar de diferentes citoquinas. 
 
Respuesta inflamatoria intestinal 
Se analizó el tejido intestinal como órgano o sistema diferente del pulmón cuyos 
cambios en la respuesta inflamatoria a la ventilación mecánica planeamos estudiar. 
Puesto que el objetivo principal de la presente investigación es demostrar el papel de 
lñas bacterias intestinales en la respuesta pulmonar a la ventilación mecánica, el 
estudio del sistema inmune innato intestinal es de obligada consideración. 
La afectación no pulmonar en el VILI ha sido estudiada en investigaciones previas. 
Nosotros hemos analizado este aspecto en la biología del VILI (es decir, la afectación 
de órganos diferentes al pulmón asociada a la ventilación mecánica con VT elevado) al 
discutir la validez de nuestro modelo experimental (vida supra). 
Aunque generalmente no reconocido, el tejido intestinal presenta un papel 
fundamental en la respuesta inmune innata. Las células epiteliales intestinales 
modulan la respuesta inflamatoria secretando citoquinas en respuesta a estímulos 
presentes en el lúmen intestinal. MIP-2 es una quimioquina que atrae a los neutrófilos, 
y su secreción por parte de las células epiteliales es aumentada por estímulos 
inflamatorios como la IL-1β. Ohtsuka y cols [292] demostraron in vivo que la 
producción de MIP-2 por las células epiteliales aumenta la migración de leucocitos al 
intestino. 
Guery y cols [150] demostraron que la ventilación mecánica con VT  alto (30ml/kg) 
durante dos horas induce un aumento de la permeabilidad intestinal atribuido a un 
aumento de TNF-α a nivel sistémico. Para evaluar el papel de TNF-α en la 
permeabilidad a nivel pulmonar e intestinal administraron por vía sistémica anticuerpos 
anti-TNF-α. Se midió la concentración de albúmina marcada en el LBA y en la luz 
intestinal, encontrándose que la administración de anticuerpos anti TNF-α protege del 
aumento de la permeabilidad tanto a nivel intestinal como pulmonar. Estos resultados 
apoyan la hipótesis de que el pulmón sometido a estrategias mecánicas perjudiciales 
puede desencadenar una respuesta inflamatoria sistémica y la lesión y disfunción de 
órganos a distancia. 
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Cambios en la concentración de citoquinas en tejido intestinal 
En el presente estudio hemos demostrado que la aplicación de VT elevado, en 
comparación con VT bajo, se asocia con una menor concentración intestinal de MIP-2 
que se acompaña de un efecto marcado sobre la expresión génica de MIP-2, y CXCR-
2, que disminuyen significativamente. La concentración tisular de otras citoquinas 
medidas (TNF-α, IL-6 y MCP-1), así como la correspondiente expresión génica, no 
cambió de forma significativa. 
¿Cuál es la causa de que la ventilación mecánica  con VT elevado cause una 
disminución de la concentración de MIP-.2 en el intestino? La interpretación de 
nuestros resultados está dificultada por la ausencia de estudios previos sobre la 
respuesta inmune intestinal en el contexto del VILI. Diferentes estudios han analizado 
la relación entre VILI y daño inflamatorio en otros órganos (Guery) sin embargo, en 
nuestro conocimiento, ningún estudio ha analizado la relación entre la ventilación 
mecánica con VT elevado y el status del sistema inmune innato en otro órgano no 
pulmonar como el intestino. Varias explicaciones son posibles. (i) El aumento de MIP-2 
en tejido pulmonar y en suero suprime la expresión de MIP-2 intestinal. Aún cuando el 
aumento de la concentración sérica de MIP-2 no es muy marcado, es posible que, 
debido al curso temporal de los cambios, sea suficiente en otros puntos en el 
tiempopara explicar los cambios encontrados en el intestino. (ii) El VILI se asocia con 
una respuesta antiinflamatoria (no medida en el presente estudio) que explique la 
supresión de MIP-2 en otros órganos. Aún cuando son necesarios nuevos estudios 
quye analicen en el VILI la respuesta inflamatoria en órganos diferentes al pulmón, 
nuestros resultados indican claramente y de forma pionera cambios marcados en el 
sistema inmune innato en el intrestino en el contexto del VILI. 
Nuestros resultados nos permiten alcanzar conclusiones. Primero que el efecto es 
muy marcado (disminución muy sisgnificativa de la expresión génica de MIP-2). 
Segundo, que el efecto no es indiscriminado sobre citoquinas comúnmente 
determinadas. Es decir, sólo la determinación de MIP-2 y la expresión génica 
correspondiente demostró los cambios buacados asociados a la ventilación mecánica, 
miestros que la determinación de otras citoquinas, muy sensibles en general a 
cambios en el status del sistema inmune innato en otras condiciones (i.e, TNF-α, IL-6, 
MCP-1) y la expresión génica correspondiente no evidenció ningún cambio. 
Nuestras conclusiones sobre los cambios de la respuesta del sistema inmune innato a 
la ventilación mecánica permiten fundamentar dos sugerencias para el diseño de 
futuros estudios  sobre la relación entre el intestino y el pulmón durante la ventilación 
mecánica. El primero hace referencia al interés de profundizar en el estudio de los 
cambios en la vía de señalización intracelular de MIP-2. 
Segundo, se ha de planear la determinación adicional de otras citoquinas no 
planeadas en el presente estudio, con el objeto de definir más extensamente el 
expectro de cambios inducitos por la ventilación mecánica sobre un panel más amplio 
de proteínas pro o anti-inflamatorias. 
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Resumen de la discusión de los resultados (Objetivo 1) 
Cambios en la  estructura y función pulmonares 
Nuestro modelo es, pues adecuado y clínicamente relevante para el estudio de los 
mecanismos e intervenciones potencialmente terapéuticas en el daño pulmonar agudo 
(conocido clínicamente en general como SDRA, particularmente el causado por la 
utilización de ventilación mecánica con VT elevado (VILI), condición que es objeto de la 
presente investigación. En efecto, nuestro modelo induce tras un periodo de 
ventilación mecánica con VT elevado una condición caracterizada por deterioro de las 
propiedades mecánicas del pulmón, disfunción pulmonar (deterioro del intercambio 
gaseoso, hiperpermeabilidad alveolocapilar) así como cambios histológicos 
consistentes  con el desarrollo del DAD. 
Cambios sistémicos 
Encontramos que la ventilación mecánica con VT elevado se asocia, no sólo con 
cambios en la estructura y función pulmonares (vide supra), sino también con cambios 
no pulmonares, que incluyen hipotensión y disfunción vascular in vitro, hiperglucemia y 
elevación de la actividad de enzimas ubicuos en la economía  (LDH, CK, GOT, GTP) 
que indican de forma inespecífica daño celular. 
Cambios en la respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis 
La ventilación mecánica con VT elevado se asoció con una respuesta inflamatoria 
pulmonar caracterizada por elevación significativa de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 y sin 
llegar a la significación estadística) IL-1 beta, y de la expresión génica 
correspondiente. 
Una de las características esenciales de un modelo experimental de VILI es la 
demostración de una respuesta inflamatoria pulmonar. Nuestro modelo reproduce 
satisfactoriamente esta condición. En combinación con los cambios descritos más 
arriba (deterioro de las propiedades mecánicas del pulmón, hiperpermeabilidad 
alveolocapilar, cambios histológicos consistentes con DAD), la demostración de una 
marcada y consistente respuesta inflamatoria hacen que nuestro modelo sea 
adecuado para el estudio del VILI, y del estudio de la fisiopatología y de intervenciones 
potencialmente terapéuticas de esta condición. 
Cambios en la respuesta inflamatoria (determinaciones séricas) 
En nuestro modelo se demuestran cambios en la concentración sérica de citoquinas 
(al menos de MIP-2) que indican descompartimentalización de la respuesta 
inflamatoria inducida en el pulmón por la ventilación mecánica con VT elevado. 
Cambios semejantes en la concentración sérica de citokinas han sido demostrados en 
modelos de VILI. La demostración de estos cambios es importante, pues puede ser 
explicativa de daño en órganos no pulmonares en el contexto de VILI. 
Cambios en la respuesta inflamatoria intestinal 
Nuestro modelo de VILI se asocia con cambios en el sistema inmune innato en 
órganos diferentes del pulmón como el intestino. Estos cambios se manifiestan, entre 
las citoquinas medidas en el presente estudio, por una disminución únicamente de la 
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expresión de MIP-2. Es posible que la medición de otreas citoquinas en el tejido 
intestinal permita ampliar el espectro de citoquinas intestinales modificadas por el VILI. 
Los resultados presentados sugieren que parte de la respuesta sistémica al VILI 
consiste en la inducción de cambios en el sistema inmune innato intestinal. El 
mecanismo íntimo del efecto del pulmón sometido a ventilación mecánica con VT 
elevado sobre la disminución de la concentración tisular de MIP-2, y la disminución de 
la expresión génica de MIP-2 y CXCR-2 es desconocido. Especulamos que el pulmón 
sometido a ventilación mecánica con VT elevado libera algún tipo de mediador anti-
inflamatorio que ejerce un efecyo inhibidor sobre el sistema inmune innato intestinal. 
 
Discusión del Objetivo 2: Efecto del tratamiento con DDS sobre los cambios 
inducidos por la ventilación mecánica 
 
Generalidades 
El presente estudio es singular, puesto que hasta el momento no hay investigaciones 
que describan la influencia del tratamiento con DDS en los cambios inducidos por la 
ventilación mecánica, tanto a nivel pulmonar como sistémico (i.e; determinaciones en 
suero y en otros tejidos como el intestinal). Los efectos del tratamiento con DDS que 
se identifiquen en el VILI permiten concluir  sobre el papel de las bacterias intestinales 
en la respuesta inflamatoria (pulmonar y no pulmonar) inducida por la ventilación 
mecánica con VT elevado. 
Existe estudios sobre el efecto de la DDS en otros modelos de enfermedad. Por 
ejemplo, Horton y cols [293] en un modelo de quemadura demostraron que la 
administraciónnde DDS (polimixina E, tobramicina y flucitocina) corrige las 
alteraciones metabólicas (cambios en el pH, y concentración de lactato, exceso de 
bases y concentración de ca++ en sangre) y hemodinámicas (hipotensión). 
Posteriormente, los mismos autores estudiaron un modelo de quemadura y sepsis  
inducida mediante la administración por vía intratraqueal de Streptococcus 
pneumoniae [199]. Se objetivó que con el tratamiento con DDS protegió de las 
alteraciones metabólicas y hemodinámicas. 
En este contexto, tras ofrecer una interpretación plausible de los resultados obtenidos 
en las diferentes determinaciones, nuestra discusión concluye (ver más abajo) con una 
propuesta sobre los mecanismos de acción del tratamiento con DDS en el daño 
pulmonar y no pulmonar inducido por la ventilación mecánica; y un esquema 
fisiopatológico propuesto sobre el papel de las bacterias intestinales en la respuesta 
del sistema inmune innato ante ciertos estímulos (i.e; en nuestro caso la ventilación 
mecánica), La particular originalidad de nuestra investigación hace que esta 
conclusiones no puedan compararse con las alcanzadas tras el análisis de otros 
resultados en un modelo semejante, sino que tengan que ser elaboradas tras 
considerar (i) el conocimiento actual sobre los efectos del tratamiento con DDS en 
otros modelos experimentales, así como (ii) una interpretación de nuestros resultados. 
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Estructura y función pulmonares: Características mecánicas 
En nuestro modelo, el tratmiento con DDS se asoció con una tendencia (no 
significativa) a una menor elevación de la PIP y a una menor reducción de la 
distensibilidad del sistema respiratorio (CSR) durante el período de ventilación 
mecánica. Paralelamente, el aumento de la resistencia de la vía aérea (RVA) 
observado en el grupo que recibió ventilación mecánica con VT elevado no se apreció 
en los animales que recibieron también ventilación mecánica con VT elevado y fueron 
además tratados con DDS. 
Especulamos que estos efectos beneficiosos del tratamiento con DDS sobre la 
mecánica respiratoria se explican por una menor formación de edema en el contexto 
de un efecto anti-inflamatorio  del tratamiento con DDS. Este efecto antiinflamatorio 
asociado al tratamiento con DDS está en línea con (i) los efectos observados del 
tratamiento con DDS en los animales control (sometidos a ventilación mecánica con VT 
bajo) sobre la concentración de varias citoquinas en tejido pulmonar, en el suero y en 
tejido intestinal, tal como se ha discutido más arriba; (ii) los efectos anti-inflamatorios 
del tratamiento con DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica con 
VT elevado. Estos aspectos serán discutidos con más detalle más adelante. 
 
Intercambio gaseoso 
La hipoxemia inducida por la ventilación mecánica con VT elevado no se modificó por 
el tratamiento con DDS. Aún cuando la disminución de la PaO2 durante la ventilación 
con VT elevado se observó en ambos grupos (tratados y no tratados con DDS), sólo 
alcanzó la significación estadística en el grupo tratado con DDS. Pensamos que este 
efecto observado del tratamiento con DDS es sólo aparente, pues no tiene 
plausibilidad en el contexto de la constelación de cambios asociados al tratamiento 
con DDS observados en la presente investigación. Nuestra interpretación de los 
cambios en la oxigenación es, pues, que la ventilación mecánica con VT elevado se 




Resulta de gran interés para concluir sobre los efectos del tratamiento con DDS sobre 
los cambios inducidos por la ventilación mecánica con VT elevado el hallazgo de una 
menor elewvación de la concentración de proteínas en el LBA en los animales 
sometidos a VT elevado y tratados con DDS que en animales sometidos a VT elevado 
y no tratados con DDS. Este hallazgo del tratamiento con DDS sobre la 
hiperpermeabilidad alveolocapilar inducida por el VT elevado está apoyado también 
por la determinación de una menor concentración de IgM en el LBA en los animales 
tratados con DDS. Se puede concluir, pues, sobre el efecto protector del tratamiento 
con DDS sobre la hiperpermeabilidad inducidos por la ventilación mecánica con VT 
elevado. 
 




La ventilación mecánica con VT elevado se asoció, como se ha señalado más arriba, 
con cambios histológicos característicos de DAD. Estos cambios, no siempre 
encontrados en modelos de DPA inducido por la ventilación mecánica (i.e; VILI), 
constituyen una característica muy interesantede nuestro modelo, pues el correlato 
histológico característico de SDRA en humanos es el DAD. 
El tratamiento con DDS no cambió el score de daño pulmonar, que es una merdición 
de la gravedad del DAD. En el contexto de los cambios del tratamiento con DDS sobre 
la respuesta inflamatoriainducida por la ventilación mecánica, este hallazgo newgativo 
(ausencia de cambios en el daño pulmonar histológico) indica que la respuesta 
inflamatoria, atenuada mediante el tratamiento con DDS, sigue siendo de suficiente 
intensidad (al menos emn el pulmón) para inducir cambios histológicos indicativos de 
inflamación pulmonar (i.e., DAD). 
 
Cambios sistémicos: Hipotensión 
Como se ha indicado más arriba, la ventilación mecánica con VT elevado se asoció 
con hipotensión durante el período de la ventilación mecánica. El tratamiento con DDS 
no modificó este cambio sobre la presión arterial. 
El contexto general para interpretar este y otros hallazgos es la conclusión global del 
presente estudio, que se va configurando en torno a un efecto anti-inflamatorio del 
tratamiento con DDS. 
El hallazgo negativo sobre el efecto del tratamiento con DDS sobre la hipotensión 
inducida por la ventilación mecánica con VT elevado sugiere que la atenuación de la 
inflamación asociada al tratamiento con DDS es insuficiente para disminuir los 
cambios en la presión arterial. 
Alternativamente, es posible que los cambios en la presión arterial sean 
independientes del desarrollo de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, nosotros 
hemos apoyado en general la hipótesis de que la hipotensión asociada a la ventilación 
mecánica con VT elevado se explica mejor en el contexto de la respuesta inflamatoria 
inducida por la ventilación mecánica que por otros cambios (como serían los cambios 
en la precarga debidos a oscilaciones cíclicas de la PIP). 
 
Determinaciones bioquímicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP) 
La ventilación mecánica con VT elevado se asoció con cambios en la concentración 
sérica de glucosa y en la actividad sérica de la LDH, CK, GOT y GTP. 
Nosotros no encontramos que el tratamiento  con DDS modificara en ingún caso  
(concentración de glucosa, actividad en suero de la LDH, CK, GOT y GTP) los 
cambios inducidos por la ventilación mecánica con VT elevado. Estos hallazgos 
negativos contrastan con los resultados de estudios previos sobre los efectos del 
tratamiento con DDS en otros modelos (i.e; quemadura y sepsis), en los que se 
demostró una menor respuesta metabólica en animales tratados con DDS [197-199]. 
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De forma análoga a la discusión previa sobre los efectos del tratamiento con DDS en 
la hipotensión inducida por la ventilación mecánica con VT elevado, se puede 
argumentar para explicar la ausencia de efecto del tratamiento con DDS sobre estas 
variables que la magnitud del efecto antiinflamatorio del tratamiento con DDS es 
insuficiente para corregir estas alteraciones asociadas al VILI, o bien que se trata de 
alteraciones en cuyo mecanismo no tiene  un papel la respuesta inflamatoria. 
 
Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis 
Los efectos de la ventilación mecánica con VT elevado incluyeron un aumento de la 
concentración tisular y de la expresión génica de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1. Ahora 
bien, ¿Cuál es el efecto del tratamiento con DDS sobre la respuesta inflamatoria 
pulmonar inducida por la ventilación mecánica con VT elevado?. 
Los efectos del tratamiento con DDS en el status del sistema inmune innato del 
pulmón han de ser considerados en dos condiciones: (i) en condiciones control, es 
decir, ventilación con VT bajo (¿depende del sistema inmune innato pulmonar de la 
presencia de bacterias intestinales?); (ii) y en condiciones de VILI (¿modulan las 
bacterias intestinales la respuesta inmune pulmonar a la ventilación mecánica?). 
En animales ventilados con VT bajo, el tratamiento con DDS sólo afectó a la expresión 
tisular de MCP-1, que fue menor en animales tratados con DDS que en animales no 
tratados. La concentración de citokinas en tejido y la expresión génica de otros genes 
no se modificó por el tratamiento con DDS. 
En animales sometidos a VT elevado, el tratamiento con DDS atenúo el aumento de la 
concentración tisular de TNF-α, IL-6, MCP-1 e IL-1β. La expresión génica fue similar 
en animales tratados con DDS que en animales no tratados. 
Así pues, nuestros resultados indican un efecto supresor de la respuesta inmune 
:menor expresión génica de MCP-1 en condiciones basales (ventilación con VT bajo), y 
menor elevación de citoquinas en tejido pulmonar en condiciones de VILI (ventilación 
mecánica con VT elevado). Es decir, la presencia de bacterias intestinales contribuye a 
parte de la respuesta inmune del pulmón a la ventilación mecánica. 
La falta de correspondencia de los cambios en la concentración tisular de citoquinas y 
de su expresión génica es difícil de explicar con el presente diseño. La ausencia de 
cambios en la expresión génica no indica necesariamente la existencia de cambios 
postranscripcionales como explicación de la disminución de la concentración tisular de 
citoquinas, La expresión génica y la expresión de proteínas están relacionadas de 
forma compleja, y es posible que cambios en la concentración de proteínas vayan 
precedidos por cambios paralelos en la expresión génica, la cual puede presentar en 
posteriores momentos cambios recíprocos a los encontrados en la concentración de 
proteína por un mecanismo de autorregulación en presencia de una menor 
concentración del producto del gen. 
Nuestros resultados sobre los efectos del tratamiento con DDS en el VILI son 
originales y están precedidos por similares resultados en otras condiciones [150]. 
Como ya se ha mencionado en detalle en la introducción, existen trabajos que 
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demuestran en diferentes modelos (quemadura, sepsis, shock hemorrágico, isquemia-
reperfusión) una atenuación de la respuesta inflamatoria en animales que reciben DDS 
[196, 197, 199, 203]. 
Existe abundante literatura sobre el efecto de ciertos insultos ajenos al intestino (e.g; 
shock, sepsis, isquemia-reperfusión, quemaduras) sobre la integridad y función 
(permeabilidad) intestinales [201, 222] Recíprocamente, algunos de estos estudios 
han analizado también el efecto de intervenciones como el tratamiento con DDS 
atenúa la respuesta inflamatoria [196, 197, 199, 203]. La conclusión es la presencia de 
bacterias intestinales contribuyen a la respuesta inflamatoria sistémica y al daño 
(inflamación) en otros órganos tras un insulto sistémico. 
Guery y cols [150] demostraron en ratas ventiladas durante 2 horas con VT=30ml/kg + 
PEEP=9ml/kg o VT=10ml/kg +PEEP=2cmH2O, que el VILI se asociaba con una 
liberación de TNF-α a nivel sitémico y con un aumento de permeabilidad intestinal, que 
era atenuado mediante la administración de anticuerpos anti-TNF-α. Estos resultados 
apoyan la noción que el VILI se asocia con cambios en la función intestinal. 
Horton y cols [198] demostraron en un modelo de quemadura en ratas que el 
tratamiento con DDS  atenúa las alteraciones metabólicas, hemodinámicas y la 
respuesta inflamatoria asociada a la quemadura. El tratamiento con DDS atenúo el 
incremento  de citoquinas proinflamatorias liberado por los cardiomiocitos, y 
proporcionó protección contra la disfunción cardiaca inducida por la quemadura. En 
otro modelo de quemadura y sepsis (inducida por la administración intratraqueal de 
Streptococcus pneumoniae)[199], los mismos investigadores encontraron que el 
tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria sistémica y cardiaca y 
disminuyó la bacteriemia inducidas por la sepsis. 
¿Cuál es el mecanismo del efecto modulador de la respuesta inmune del tratamiento 
con DDS? Los estudios previos[196, 197, 199, 203]. Han argumentado que el insulto 
bajo estudio (quemadura, sepsis, shock hemorrágico, isquemia-reperfusión) se asocia 
con una pérdida de la integridad y un aumento de la permeabilidad del epitelio 
intestinal. Consiguientemente, la translocación bacteriana induce una respuesta 
inflamatoria que es parte del daño en los diferentes órganos que se observan en esos 
modelos. En condiciones de tratamiento con DDS, los efectos de la translocación de 
bacterias o sus productos se encuentran atenuados, puesto que la carga bacteriana 
intestinal está disminuida enpresencia de DDS. 
En nuestro caso, es posible que el VILI se asocie con una disrupción del epitelio 
intestinal y un aumento de la permeabilidad intestinal, con la consiguiente traslocación 
de bacterias o sus productos que amplifiquen la respuesta inflamatoria en el pulmón. 
En efecto, los hallazgos de Guery y cols [150] de un aumento de permeabilidad 
intestinal durante el VILI apoyan el concepto de un daño epitelial intestinal en el 
contexto de la ventilación mecánica con VT elevado. En presencia de tratamiento con 
DDS, la carga bacteriana intestinal es menor y, por tanto, la respuesta inflamatoria 
inducida por la ventilación mecánica se encuentra atenúada. 
Otra explicación posible tiene relación con el papel de las bacterias intestinales en el 
status del sistema inmune innato en el epitelio intestinal. La hipótesis que planteamos 
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es que mediadores generados en el pulmón durante la ventilación mecánica inducen 
una respuesta inflamatoria en el intestino. Estas citoquinas de origen intestinal 
contribuyen a la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar. La eliminación de las 
bacterias intestinales suprime el sistema inmune innato del epitelio intestinal y atenúa 
por tanto, el componente intestinal de la respuesta inflamatoria observada en el 
contexto de VILI. 
Los efectos antiinflamatorios del tratamiento con DDS que proponemos han de ser 
discutidos en el contexto de los efectos anteriormente comentados en esta discusión. 
En efecto, el tratamiento con DDS se asocia también con un menor deterioro de la 
mecánica del sistema torácico y una menor hiperpermeabilidad alveolocapilar en el 
VILI, como se ha discutido más arriba. Estos efectos beneficiosos sugieren una menor 
formación de edema, muy posiblemente debido a una respuesta inflamatoria 
atenuada. Esta interpretación es consistente con los hallazgos de una menor 




La ventilación mecánica con VT elevado se asoció con un significativo  aumento de la 
apoptosis  en el pulmón. Sin embargo, el tratamiento con DDS no modificó el grado de 
apoptosis inducido por la ventilación mecánica con VT elevado. 
 
Respuesta inflamatoria: determinaciones séricas 
La ventilación mecánica con VT elevado se asocia con una elevación de la 
concentración sérica de MIP-2 y (sin llegar a la significación estadística) de IL-1β. 
¿Cómo afecta el tratamiento con DDS a la concentración sérica de cotoquinas y a los 
cambios asociados al VILI? 
En condiciones de ventilación con VT bajo, el tratamiento con DDS se asoció a una 
significativamente menor concentración sérica de TNF-α y de IL-6. La presencia de 
bacterias intestinales es, pues, necesaria para el mantenimiento de un nivel de 
citoquinas (al menos de TNF-α y de IL-6) en el suero. Estos cambios (disminución de 
la concentración de TNF-α y de IL-6) en el suero. Estos cambios (disminución de la 
concentración de TNF-α y de IL-6) no se encontraron en el tejido pulmonar ni 
intestinal, luego la supresión de su concentración en suero debe ser originada por una 
disminución de la liberación de estas citoquinas por otro tejido. Es posible que, bien 
debido a un grado bajo de translocación de productos bacterianos en condiciones 
normales, o bien debido a otros mediadores inflamatorios originados en el intestino (no 
medidos por nosotros), otros tejidos (quizá el hígado) contribuyan a los niveles séricos 
de TNF-α y de IL-6. En ausencia de bacterias intestinales, al atenuarse ese grado 
mínimo de translocación de productos bacterianos o al disminuir la respuesta inmune 
del epitelio intestinal, disminuya la contribución del hígado a los niveles séricos de 
estas citoquinas. No obstante, no es posible ofrecer una justificada explicación del 
hallazgo de una menor concentración sérica de TNF-α e IL-6 en los animales tratados 
 Capítulo 2 
160 
 
con DDS. A la luz de otros estudios Horton y cols [198] han medido citoquinas en el  
suero y en sobrenadante de los cardiomiocitos procedentes de las ratas SHAM  
tratadas y no tratadas con DDS; encuentran una menor concentración de IL-6, TNF-α, 
IL-1β e IL-10 en las ratas tratadas con DDS en comparación con las no tratadas, estos 
resultados guardan consonancia con los nuestros en el suero. 
En los animales sometidos a ventilación mecánica con VT elevado se apreció un 
aumento de la concentración sérica de MIP-2. Este aumento no se vio afectado por el 
tratamiento con DDS. Puesto que la ventilación mecánica con VT elevado no se asoció 
con elevación de otras citoquinas, no es posible apreciar el efecto del tratamiento con 
DDS sobre los cambios inducidos por la ventilación mecánica con VT elevado en la 
concentración de citoquinas.Sin embargo, es posible apreciar que el efecto supresor 
del tratamiento con DDS sobre la concentración sérica de TNF-α y la IL-6 en animales 
sometidos a ventilación mecánica con VT elevado y tratados con DDS presentaron (al 
igual que los sometidos a VT bajo) una concentración sérica muy baja de TNF-α y de 
IL-6. 
Nuestros resultados sobre los cambios en la concentración sérica de citoquinas están 
en línea con los hallazgos de los estudios discutidos más arriba [196, 197, 199, 203] 
que documentan una menor respuesta inflamatoria en condiciones de tratamiento con 
DDS, apoyando así el concepto del importante papel de las bacterias intestinales en la 
respuesta inmune intestinal ante un insulto sistémico. 
 
Respuesta inflamatoria intestinal 
La ventilación mecánica con VT elevado se asoció con una disminución de la 
concentración tisular de MIP-2 y de la expresión génica de MIP-2 y CXCR-2. ¿Modifico 
el tratamiento con DDS la respuesta inmune en el tejido intestinal? Esta pregunta ha 
de ser respondida en dos condiciones: en condiciones de ventilación con VT bajo 
(¿cuál es el papel de las bacterias en el mantenimiento del sistema inmune innato 
intestinal en condiciones normales?); y (ii) en condiciones de ventilación con VT 
elevado (¿modulan las bacterias intestinales la respuesta intestinal a la ventilación 
mecánica?). 
En condiciones de ventilación con VT bajo, el tratamiento con DDS disminuyó 
marcadamente la concentración tisular de MIP-2 y aumentó la concentración de IL-6, y 
disminuyó la expresión génica de IL-6, MIP-2 y CXCR-2. Una vez más, juestros 
resultados indican que la presencia de bacterias intestinales es necesaria para el 
mantenimiento de una expresión tisular de citoquinas, al menos para MIP-2, CXCR-2 e 
IL-6. 
El efecto de la ventilación mecánica con VT elevado sobre la concentración tisular de 
citoquinas (disminución de la concentración MIP-2, elevación de la concentración de 
IL-6, y de la expresión génica de IL-6, MIP-2, CXCR-2) se mantuvo durante la 
ventilación mecánica con VT elevado. 
El aumento de la concentración tisular de IL-6 en presencia de una disminución de la 
expresión génica sugiere una inhibición de la transcripción debida a un aumento de la 
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concentración del producto (cuya elevación se explicará por un aumento de la 
expresión génica en algún momento anterior). Este resultado plantea una aparente 
discrepancia en el contexto de otros resultados de la presente investigación, que 
indican generalmente una disminución de la expresión de proteínas y genes en 
presencia del tratamiento con DDS, mientras que en el caso de la IL-6 se encuentran 
unaumento de la concentración tisular. En efecto, la relación entre las bacterias 
intestinales y la producción de citoquinas por el epitelio intestinal es compleja, y no 
resulta esperable que una intervención (en nuestro caso, la administración de 
tratamiento con DDS y la consiguiente eliminación de bacterias Gram-negativas) 
origine cambios en todas las variables medidas en la misma dirección. 
Esta discrepancia (aumento de la concentración de IL-6 en tejido intestinal, en 
presencia de una disminución de la concentración de otras citoquinas) no ilustra sino 
la complejidad de las relaciones que proponemos estudiar (e.g; relación del epitelio 
intestinal- bacterias del lumen intestinal). La conclusión sobre el efecto modulador (en 
general supresor de la concentración de citoquinas y de su expresión génica, en algún 
caso, como la IL-6, aumentando su concentración tisular) mantiene su validez. 
Existen estudios previos sobre el papel de las bacterias intestinales sobre el sistema 
inmune innato del epitelio intestinal. Volker y cols [203] demostraron que en ratas 
tratadas con DDS (polimixina E y tobramicina) un aumento de TNF-α e IL-6 en el tejido 
intestinal. 
Bahrami y cols [294] co-cultivaron células del epitelio intestinal humano con bacterias 
comensales o patógenas. Encontraron que las bacterias comensales suprimen la 
expresión de genes de citoquinas asociadas a la respuesta inflamatoria, mientras que 
las bacterias patógenas inducen un aumento de la expresión de citoquinas pro y 
antiinflamatorias. 
Igualmente Chen y cols [295] demostró en ratas quemadas que la administración de 
antibióticos de amplio espectro (ampicilina, vancomicina, sulfato de neomicina y 
metronidazol ad libitum durante cuatro semanas) se asociaba con la desaparición de 
la fora comensal y una menor concentración proteína de TLR-4 y NFқ-B y una 
disminución de la expresión de genes de TLR-4 en la mucosa intestinal. Esto vendría 
a confirmar el papel de la flora comensal en el mantenimiento de la inmunidad innata 
en el intestino a través de la señal de TLR-4. El estudio anterior (Barami) dice que las 
bacterias comensales suprimen. Tanto el estudio de Bahrami [294] de Chen [295] 
dicen que mantienen el sistema inmune innato. 
Los estudios anteriores reportan resultados que son claramente complementarios de 
los encontrados por nosotros. La flora patógena (eliminada mediante el tratamiento 
con DDS) mantiene la activación del sistema inmune innato en el epitelio intestinal, lo 
cual explica el efecto en general supresor de la respuesta inmune asociado al 
tratamiento con DDS. 
Como propone Volker y cols [203] no se puede excluir el efecto de otros mecanismos 
explicativos de algunos de los cambios observados, como son la estimulación de las 
células mononucleares del intestino por la polimixina, o la activación del sistema 
inmune innato por productos bacterianos procedentes de bacterias muertas como 
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consecuencia del tratamiento con DDS. Estos mecanismos podrían explicar algunos 
aspectos de los cambios observados como son la elevación de la concentración de IL-
6 en tejido intestinal en animales tratados con DDS. 
Proponemos que el pulmón sometido a un insulto (la ventilación mecánica con VT 
elevado) libera un mediador anti-inflamatorio (no medido por nosotros) que suprime 
algunos aspectos del sistema inmune intestinal. 
Por otro lado, el tratamiento con DDS modula (en general, inhibe) el sistema inmune 
innato intestinal, por tanto en condiciones de ventilación con VT bajo como en 
condiciones de ventilación con VT elevado. Por tanto, la presencia de bacterias 
intestinales es necesaria para el mantenimiento del sistema inmune innato intestinal. 
 
Resumen de la discusión del objetivo 2 
Los resultados de la presente investigación indica que el tratmiento con DDS suprime 
en condiciones normales (ventilación con VT bajo) algunos aspectos de la respuesta 
inmune (disminución de la expresión génica de MCP-1 en tejido pulmonar, disminución 
de la concentración sérica de TNF-α y de IL-6, disminución de la concentración tisular 
del intestino de MIP-2 y de la expresión génica de MIP-2 y CXCR-2). En condiciones 
de VILI, la respuesta inflamatoria se encuentra en general atenuada por el tratamiento 
con DDS. Como se ha discutido en detalle, estos cambios se encuentran en línea con 
las investigaciones previas sobre el efecto del tratamiento con DDS en otras 
condiciones, como el shock hemorrágico, la sepsis, la quemadura y la isquemia-
reperfusión. 
La conclusión es que la presencia de bacterias intestinales contribuye tanto al 
mantenimiento de un status normal (en condiciones de ventilación con VT bajo) del 
sistema inmune innato, como al desarrollo de la respuesta inmune tras un insulto 
pulmonar (i.e; la ventilación mecánica con VT elevado. 
 
Efectos de la DDS sobre la estructura y función pulmonares 
La discusión de estos hallazgos en el contexto de la literatura publicada se encuentra, 
como se ha señalado más arriba, dificultada por la ausencia de estudios previos sobre 
los efectos del tratamiento con DDS en el VILI. 
Nosotros hemos encontrado que el tratamiento con DDS atenúa el deterioro de la 
mecánica pulmonar (indicando más posiblementeun efecto sobre el edema y, por 
tanto, sobre respuesta inflamatoria causante del edema) y la hiperpermeabilidad 
alveolocapilar en el contexto del VILI.  
Estos cambios (en combinación con los observados en la respuesta inflamatoria, que 
se discutirán más adelante) son consistentes con un efecto anti-inflamatorio del 
tratamiento con DDS. Paralelamente, se puede concluir que las bacterias intestinales 
tienen un papel amplificador de la respuesta inflamatoria tras un insulto, en nuestro 
caso, la ventilación mecánica con VT elevado. 
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El mecanismo que explica esta relación entre las bacterias intestinales y la respuesta 
inflamatoria inducida por la ventilación mecánica se discutirá en detalle más adelante. 
 
Efectos de la DDS sobre los cambios sistémicos 
La ventilación mecánica con VT elevado se asoció con cambios en la concentración 
sérica de glucosa y en la actividad sérica de la LDH, CK, GOT y GTP. Ninguno de 
estos cambios se modificó por el tratamiento con DDS. Es posible que la respuesta 
inflamatoria inducida por la ventilación mecánica no sea de la suficiente magnitud para 
atenuar estos cambios, o bien que estos cambios asociados al VILI no se expliquen 
por un mecanismo inflamatorio. 
 
Efectos de la DDS sobre la respuesta inflamatoris pulmonar y apoptosis 
Los cambios de la respuesta inflamatoria inducidos por la ventilación mecánica con VT 
elevado (elevación de la concentración en tejido pulmonar de varias citoquinas) se 
encuentran atenuados en animales tratados con DDS. Este hallazgo permite concluir 
que la presencia de bacterias intestinales contribuye a la respuesta inmune pulmonar 
a la ventilación mecánica. Proponemos que el intestino, estimulado por mediadores 
inflamatorios procedentes del pulmón,contribuyen a la respuesta inflamatoria liberando 
mediadores que contribuyen a la respuesta inmune pulmonar. La presencia de 
bacterias intestinales es necesaria para el desarrollo de esta respuesta intestinal. 
 
Efectos de DDS sobre las determinaciones séricas 
El tratamiento con DDS se asocia con un efecto supresor de la respuesta inmune 
(menor concentración sérica de TNF-α y de IL-6), tanto en animales sometidos a VT 
bajo como VT elevado puesto que no se observaron estos cambios en la concentración 
de TNF-α e IL-6 en los tejidos analizados (pulmón e intestino)no se puede ofrecer una 
explicación mecanística de estoshallazgos. Sin emabargo, en el contexto de los 
cambios asociados al tratamiento con DDS observados en el pulmón y en el intestino 
(ver más abajo) los resultados sobre los efectos del tratamiento con DDS en la 
concentración sérica de citoquinas apoyan el concepto del papel modulador de las 
bacterias intestinales en la respuesta inmune. 
Efectos de DDS sobre la respuesta inflamatoria intestinal 
La presencia de bacterias intestinales es necesaria para el mantenimiento del status 
del sistema inmune innato, al menos para la concentración de MIP-2, IL-6 y CXCR2. 
 
Interpretación global de los resultados: Respuesta inmune a la ventilación 
mecánica con VT elevado y efecto del tratamiento con DDS 
Nuestros resultados han de interpretarse en el contexto de la literatura sobre los 
mecanismos del VILI y los efectos conocidos del tratamiento con DDS en el VILI y 
otras condiciones. Esta interpretación está dificultada por la ausencia de estudios 
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sobre específicamente los efectos del tratamiento con DDS en el VILI. Sin embargo, la 
consistencia interna de nuestros resultados y elconocimiento del papel de las bacterias 
intestinales en otras condiciones (i.e; sepsis, shock) permitirán una interpretación 
global plausible de nuestros hallazgos. 
Los resultados previos sobre el tema que nos ocupa conducen a tres conclusiones: 
Primero, el daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica se acompaña del daño 
intestinal. El VILI se asocia a daño de otros órganos (no pulmonares), entre ellos el 
intestino, donde se puede encontrar aumento de la permeabilidad [150]. Segundo, las 
bacterias intestinales contribuyen a la respuesta inflamatoria ante diferentes insultos. 
Ciertas condiciones, como el shock hemorrágico, la sepsis, la quemadura y la 
isquemia reperfusión se asocian con pérdida de la integridad y aumento de la 
permeabilidad del epitelio intestinal [196, 201, 203, 222, 296]. 
El tratamiento con DDS, al disminuir la carga bacteriana intrestinal, previenen parte de 
la respuesta a a esos insultos, documentando el papel de las bacterias intestinales en 
el desarrollo de una respuesta inflamatoria ante diferentes insultos [196, 197, 199, 
203]. Tercero, al status del sistema inmune innato del epitelio intestinal depende de su 
interacción con bacterias intestinales. El epitelio intestinal es muy activo desde el 
punto de vista de la respuesta inmune. El sistema inmune innato del epitelio intestinal 
depende de su interacción con las bacterias intestinales, con las que se encuentra en 
íntimo contacto [156]. Una disminución de las bacterias intestinales (e.g; mediante el 
tratamiento con DDS) disminuye marcadamente la capacidad del epitelio intestinal de 
mantener una respuesta inmune. 
Los hallazgos descritos en la presente memoria son originales, pues el efecto del 
tratamiento con DDS en la respuesta inflamatoria asociada a VILI no se ha descrito 
previamente. La consistencia se los cambios observados permite, en el contexto de 
los resultados publicados por otros investigadores, ofrecer una ex`plicación plausible y 
con sentido fisiopatológico de los cambios aobservados asociados al VILI y al 
tratamiento con DDS. 
Nuestros resultados indican claramente, mediante la medición de varias citoquinas y 
de su correspondiente expresión génica, así como la determinaciómn de otros 
cambios fisiopatológicos relacionados con el desarrollo de la respuesta inflamatoria 
(mecánica del sistema torácico, permeabilidad alveolocapilar), que el tratamiento con 
DDS ejerce un efecto supresor de la respuesta inmune, tanto en condiciones normales 
(ventilación con VT bajo), como en condiciones de ventilación mecánica con VT 
elevado. 
Sin embargo a de ser señalado que la explivcación mecanística concreta de la relación 
entre las bactewrias intestinales y la respuesta inflamatoria ante un insulto (e.g; la 
ventilación mecánica con VT elevado) escapa a la presente investigación. Es necesario 
el desarrollo de esta línea de investigación para identificar los mecanismos por lo que 
las bacterias intestinales contribuyen a la respuesta inflamatoria en el contexto de VILI, 
y para diseñar estrategias terapéuticas (quizá el tratamiento con DDS) que atenúen los 
cambios pulmonares y sistémicos asociados al VILI. 
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De la discusión precedente de nuestros resultados en el contexto de la literatura, 
emerge un esquema fisiopatológico como consecuencia de la interpretación más 
pausible de nuestros resultados. En condiciones control (ventilación mecánica con VT 
bajo), la eliminación de bacterias gramnegativas intestinales mediante el tratamiento 
con DDS suprime algunos aspectos del sistema inmune innato intestinalk. Este 
resultado es muy consistente, puesto que demostramos en el intestino una 
disminución significativa de la concentración tisular de MIP-2, y disminución de la 
expresión génica de MIP-2 y de CXCR-2. Asimismo, la misma tendencia (sin alcanzar 
la significación estadística, pero dando consistencia a los hallazgos significativos) se 
encontró en el caso de MCP-1 y de su expresión génica. 
Por otro lado el tratamiento con DDS se asocia asimismo con una marcada 
disminución de la concentración sérica de TNF-α y de IL-6. Esta disminución no se 
observó en ninguno de los tejidos analizados (pulmón e intestino) por lo que es posible 
que otro órgano, probablemente el hígado, contribuya a los niveles séricos de estas 
dos citoquinas. 
Especulamos que la liberación (quizá hepática) de TNF-α y de IL-6 y la expresión de 
MCP-1 depende en parte de alguna influencia que procedente del intestino, mediante 
la liberación intestinal de algún otro mediador inflamatorio. Esta capacidad intestinal de 
contribuir a la producción de citoquinas en otros órganos disminuye en condiciones de 
ausencia de bacterias intestinales. 
El corolario de estos hallazgos hace referencia a la necesidad de las bacterias 
intestinales para el mantenimiento del sistema inmune  innato en otros órganos. 
La ventilación mecánica con VT elevado induce una respuesta inflamatoria pulmonar, 
fenómeno ya reconocido en la literatura. Esta respuesta es (parcialmente) 
descompartimentalizada (elevación de la concentración sérica de MIP-2). La 
descompartimentalización fue demostrada sólo por la determinación de la 
concentración sérica de MIP-2 y no de otras citoquinas, sugiriendo que bien se debe 
sólo a MIP-2 o bien que se debe a otras citoquinas no medidas en la presente 
investigación. En el contexto de esta descompartimentalización, el intestino conoce la 
estimulación del sistema inmune innato en otro lugar de la economía (pulmón) y es 
estimulado para contribuir mediante la liberación de mediadores inflamatorios a la 
respuesta inmune pulmonar. La presencia de bacterias intestinales es necesaria para 
que el intestino contribuya a esta respuesta inmune pulmonar ante el insulto (la 
ventilación mecánica con VT elevado). Ezste cross-talk intestino-pulmón está 
documentado por la menor elevación de citoquinas en tejido pulmonar en el VILI tras 
el tratamiento con DDS. 
Sin embargo, la naturaleza de estos mediadores procedentes del intestino es 
desconocida. Especulamos que, puesto que la concentración sérica de TNF-α e IL-6 
se encuentra muy disminuida en animales tratados con DDS, estas dos citoquinas 
quizá contribuyen a estimular el pulmón para el desarrollo de la respuesta inmune 
tisular como respuesta a la ventilación mecánica con VT elevado en condiciones 
normales (presencia de bacterias intestinales). 
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En resúmen, los resultados originales de la presente investigación permite alcanzar 
dos conclusiones fundamentales, con diferentes implicaciones. La primera conclusión, 
con una implicación fisiopatológica, es que la presencia de bacterias intestinales es 
necesaria para el desarrollo de una respuesta inmune en el pulmón sometido a un 
insulto como la ventilación mecánica con VT elevado. La segunda conclusión, con 
implicaciones terapéuticas, es que el tratamiento con DDS atenúa algunos aspectos 
de la respuesta inflamatoria y de la disfunción pulmonar en el contexto del VILI. 
 
Limitaciones de la investigación 
Se ha discutido hasta ahora los efectos de la ventilación mecánica con VT elevado en 
nuestro modelo. La documentación de estos cambios en el contexto del presente 
estudio es de gran importancia, porque permite defender la validez del modelo para el 
estudio de los mecanismos del VILI o el efecto de intervenciones terapéuticas. Sin 
embargo, todos los modelos animales de enfermedad presentan limitaciones. El 
reconocimiento de estas limitaciones es necesario con el objetivo de interpretar 
adecuadamente los resultados. 
En primer lugar, se utilizó un VT=9ml/kg como estrategia no lesiva, que se encuentra 
fuera del rango aconsejado para su uso en pacientes (6-8ml/kg). Es conocido que el 
uso de VT=9ml/kg se asocia con un cierto, aunque leve, grado de inflamación y de 
daño pulmonar [265]. Sin embargo, consideramos que los cambios relativos 
observados (al comparar VT=9ml/kg con VT=25ml/kg) son validos y permiten una  
descripción adecuada de daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica, así 
como la descripción de variables cuyo estudio es posible para analizar el efecto de 
intervenciones terapéutivcas (en nuestro caso, tratamiento con DDS). 
En segundo lugar, la duración de la ventilación mecánica es de 2,5 horas, y es posible 
que en tiempos más cortos o más largos se observen cambios diferentes. Este efecto, 
la respuesta inflamatoria y, en general, los cambios asociados al uso de la ventilación 
mecánica con VT elevado, presenta un curso temporal, cuyo estudio es necesario para 
la caraterización completa del modelo. En nuestro caso, tal caracterización se 
encuentra pendiente, en consideración a los recursos económicos y humanos que 
requiere. Sin embargo, esta limitación no resta validez a nuestros resultados, siempre 
que se considere en su interpretación que los hallazgos se refieren a un sólopunto del 
tiempo. De hecho, la consedieración de la naturaleza temporal de los cambios 
constituye una explicación de los hallazgos reportados, como se puede apreciar en la 
discusión de la presente memoria. 
 
Crítica del modelo 
Nuestro diseño no permite en todos los casos una interpretación de los resultados, por 
ejemplo, la aparente discrepancia en los hallazgos de una disminución de la respuesta 
inflamatoria pulmonaren ausencia de cambios en la apoptosis pulmonar no es 
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explicable, y sólo hemos podido especular para explicar estos cambios. En efecto, 
hubiera sido deseable abordar la medición del grado de apoptosis utilizando dos o 
más técnicas que indiquen la presencia de células apoptóticas. 
El diseño del análisis ha incluido en general la compoaración de las determinaciones 
en el grupo sometido a VT elevado con las determinaciones del grupo sometido a VT 
bajo. No se incluyeron determinaciones en muestras procedentes de un grupo no 
ventilado. La limitación en este caso consite en que es posible que el grupo (VT bajo) 
presente cambios en comparación con el grupo no ventilado que permitan valorar 
mejor los hallazgos en los dos grupos de ventilación mecánica. Es decir, que la 
ventilación mecánica con VT bajo se asocie con un daño (aunque quizás leve), que 
habría que reconocer mediante la comparación con un grupo no ventilado. De hecho, 
sólo para el caso de las determinaciones de la expresión de TLR-4 por Western blot se 
incluyó un grupo no ventilado, comprobándose en efecto que el grupo sometido a VT 
bajo presentaba un aumento de la expresión de TLR-4 en comparación con el grupo 
no ventilado. 
Debido a la obligada limitación de los recursos, no hemos podido abordar todavía los 
mecanismos implicadops en el cross-talk pulmón-intestino, en la interacción epitelio 
intestinal-bacterias del lúmen intestinal, o en la caracterización más extensa 
(incluyendo mediaciones de otras citoquinas, y una descripción más detallada del perfil 
de citoquinas pro- versus anti-inflamatorias) de la respuesta del sistema inmune innato 
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Estudiar la relación entre la presión pico de la vía aérea sobre los cambios inducidos 
por la ventilación mecánica con VT Alto. 
Métodos 
Ratas macho Sprague-Dawley, peso 300-350 gr, recibieron DDS (polimixina y 
tobramicina en agua) o placebo (vehículo) 24 horas antes de recibir ventilación 
mecánica durante 2,5 horas. Los grupos de estudio en el presente capítulo estaban 
determinados por la estrategia ventilatoria administrada (VT=9ml/kg + PEEP=5cmH2O 
[VT Bajo, control] o con VT=25ml/kg + PEEP=0 cmH2O [VT alto, VILI]), el tratamiento 
con DDS (tratamiento con DDS o tratamiento con vehículo) y el valor de la PIP al inicio 
del experimento (t=0) (PIP<27cmH2O o PIP≥27cmH2O). Los cuatro subgrupos de 
animales fueron: VT Alto + VEH PIP<27 cmH2O, VT Alto +VEH PIP≥27cmH2O, VT Alto 
+ DDS PIP<27cmH2O, VT Alto + DDS PIP≥27cmH2O. Al final del periodo de ventilación 
los animales los animales fueron sacrificados mediante exanguinación, y se obtuvieron 
muestras de sangre arterial para la determinación de gasometría y congelación para 
las posteriores determinaciones bioquímicas y concentraciones de IL-1β, IL-6, MCP-1, 
MIP-2, TNF-α (ELISA) y endotoxina. 
Se obtuvieron muestras de suero y tejidos (pulmonar e intestinal) para la 
determinación de la concentración tisular de IL-6, MCP-1, MIP-2 TNF-α, CCR2. 
CXCR2 (Elisa) y la expresión de los genes correspondientes (RT-PCR). 
Se realizó lavado broncoalveolar (LBA) para la cuantificación de IgM y proteínas 
totales. 
El pulmón izquierdo se fijó para su posterior estudio histológico. 
Todos los procedimientos siguieron los principios de animal de laboratorio (EU 
86/609/CEE24-11, RD 1201/2005 BOE 10-10, ley 32/2007 BOE 7-11). 
Se compararon los grupos mediante ANOVA factorial analizando los efectos de la 
ventilación mecánica y el tratamientop con DDS en las condiciones de ventilación 
mecánica con VT Bajo y ventilación mecánica con VT elevado. 
Resultados 
Efectos de la VM 
Las ratas que recibieron VT alto con valor de PIP basal (≥27 cmH2O) en comparación 
con aquellas que presentaban PIP basal (<27cmH2O)   mostraron hipotensión, 
disminución de la distensibilidad pulmonar, hipoxemia, signos de daño sistémico, así 
como aumento de la concentración de proteínas e IgM en el LBA, de apoptosis, de la 
concentración tisular de TNF-α, MCP-1, IL-1-β así como un aumento de la expresión 
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de genes  de IL-6 y MCP-1, y alteraciones histológicas consistentes con la presencia 
de daño pulmonar agudo (presencia de membranas hialinas). 
La ventilación mecánica con VT elevado con valor de PIP basal baja (≤PIP 27cmH2O) 
no altera los niveles de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 Y IL-1β, en comparación con las de 
PIP basal elevada (≥PIP 27 cmH2O). 
En el tejido intestinal, las ratas con valor de PIP basal (≥27 cmH2O), en comparación 
con las de PIP basal (< 27 cmH2O), se encontró una mayor concentración (aunque no 
alcanzado la significación estadística) de TNF-α, MIP-2 y MCP-1  y una mayor 
expresión de genes MIP-2 y CXCR2. 
Efecto del tratamiento con DDS 
El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilación mecánica con VT 
elevado con valor PIP basal <27cmH2O en comparación con el grupo no tratado no se 
asoció a ningún cambio de la presión arterial, distensibilidad pulmonar, intercambio 
gaseoso, concentración de IgM o proteínas en LBA. 
En el tejido pulmonar se observó una mayor concentración de IL-6 , en comparación 
con el grupo no tratado con DDS, y una menor expresión génica (no significativa de 
MIP-2).  
En el suero, el tratamiento con DDS se asoció con una disminución de la 
concentración de TNF-.α en comparación con el grupo no tratado. 
En el tejido intestinal, los animales tratados con DDS mostraron una respuesta 
inflamatoria atenuada (menor concentración aunque estadísticamente no significativa 
de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1) y no hubo cambios en la expresión de genes. 
El tratamiento con DDS en los animales que recibieron ventilación mecánica con VT 
elevado con valor PIP basal ≥27cmH2O en comparación con el grupo no tratado  se 
asoció con una atenuación de la elevación de la RAW y un aumento de la permeabilidad 
alveolocapilar  y de la respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar  (menor elevación 
de la concentración tisular de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1). 
En el suero, el tratamiento de la DDS  atenúa la respuesta inflamatoria (disminuye el 
TNF-α y IL-6). 
En el tejido intestinal, el tratamiento con DDS mostró una menor concentración de IL-6, 
y una menor expresión de genes CXCR2 y MIP-2. 
Conclusiones 
Los efectos nocivos de la ventilación mecánica con VT elevado se aprecian sólo en los 
animales que presentan un valor elevado de PIP al inicio del experimento. Sólo en 
este grupo con PIP elevada se demuestran los efectos beneficiosos del tratamiento 
con DDS. 
 




Los objetivos de este trabajo han sido los siguientes: 
1. Estudiar la relación entre la presión de la vía aérea sobre los cambios inducidos por 
la ventilación mecánica con VT elevado sobre: 
La mecánica respiratoria 
La función pulmonar 
La hemodinamia 
La afectación de otros órganos 
La respuesta inflamatoria, apoptótica, expresión de TLR-4  pulmonar 
La respuesta inflamatoria sistémica 
La respuesta inflamatoria intestinal 
 
2. Estudiar la relación entre la presión de la vía aérea y los efectos de la DDS sobre 
los cambios inducidos por la ventilación mecánica sobre: 
La mecánica respiratoria 
La función pulmonar 
La hemodinamia 
La respuesta inflamatoria, apoptótica, expresión de TLR-4 pulmonar. 
La respuesta inflamatoria sistémica 
La respuesta inflamatoria intestinal 
 
3. Material y Métodos 
Determinación del valor de PIP en t=0 que define dos fenotipos de acuerdo a la 
respuesta de la ventilación mecánica 
Durante el curso de los experimentos se hizo la observación de que entre el grupo de 
animales sometidos a VT elevado, algunos presentaban daño cardiovascular y 
pulmonar (manifestado como hipotensión e hipoxemia) tras el período de ventilación 
mecánica, mientras que otros animales no presentaban daño. Una vez realizado el 
examen histológico de las muestras de tejido pulmonar, se comprobó que aquellos 
animales que presentaban una peor evolución durante el tiempo de la ventilación 
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mecánica (hipotensión e hipoxemia) también presentaban mayor daño histológico 
pulmonar. 
Parecen, pues, definirse dos fenotipos determinados por el grado de susceptibilidad a 
la ventilación mecánica. En nuestro conocimiento, no se ha señalado este fenómeno 
previamente en la literatura. Denominaremos a ambos fenotipos (caracterizados por 
una diferente respuesta al mismo insulto) “susceptible” y “resistente”. 
Asimismo, se apreció que los animales que desarrollaban cambios cardiovasculares y 
pulmonares durante el tiempo de ventilación mecánica con VT elevado presentaban 
valores de PIP al inicio del tiempo de ventilación mecánica mayores que los animales 
que no desarrollaban esos cambios. En efecto, al aumentar el VT al inicio del 
experimento (t=0), todos los animales presentan subsiguientemente un esperado 
aumento de la PIP. Sin embargo, los animales susceptibles a la ventilación mecánica 
presentaban en t=0 (antes del inicio del insulto) unos valores de PIP mayores que los 
animales resistentes. 
Estas observaciones condujeron a la hipótesis de que los efectos de la ventilación 
mecánica en general sobre la respuesta inflamatoria y, por tanto, los efectos 
beneficiosos de la DDS, podrían ser más marcados en aquellos animales que 
desarrollan mayor grado de daño tras la ventilación mecánica (susceptibles versus 
resistentes). Por eso analizamos el efecto de la ventilación mecánica y de la DDS 
(sobre las mismas variables analizadas en el capítulo 1) en relación con el valor inicial 
(t=0) de PIP. Para ello se compararon los cambios inducidos por la ventilación 
mecánica y por la DDS en el grupo sometido a VT Bajo, el grupo sometido a VT 
elevado y que presenta una PIP baja en t=0, y el grupo sometido a VT elevado y que 
presenta un valor de PIP alta en t=0. 
Aunque resultó evidente para el experimentador el valor de PIP en t=0 que discrimina 
los animales que subsiguientemente, tras el período de ventilación mecánica, 
desarrollarán daño (susceptibles versus resistentes a los efectos de la ventilación 
mecánica), se siguió una metodología objetiva para determinar el valor de PIP que 
caracteriza a ambos grupos de animales. 
Para ello se calculó el área bajo la curva ROC de los valores de PIP (t=0) para 
diagnosticar el grado de daño histológico pulmonar medido por el score de daño 
pulmonar. Este score asigna una puntuación de 0 a 4  en relación al grado de daño 
histológico. Puesto que el cálculo de área bajo la curva ROC requiere que la variable 
diagnóstica sea dicotómica, se calcularon áreas bajo la curva  ROC con todas las 
opciones de dicotomizar el daño pulmonar (score de 0 a 4), considerando las 
siguientes opciones: (1) score 0versus score 1, 2, 3, 4; (2) score 0,1 versus 2, 3, 4; (3) 
score 0,1,2 versus 3,4 (la opción score 0, 1, 2, 3 versus 4 no fue considerado pues 
ningún caso presentó un score de 4). Se averiguó la opción de clasificación del daño 
pulmonar de forma dicotómica que se asociaba con una mayor área bajo la curva. En 
esa opción, se identificó el valor concreto de PIP (t=0) que se asocia con una mejor 
sensibilidad y especificidad (el valor cuya suma sensibilidad + especificidad es mayor). 
Este valor fue utilizado para definir los dos fenotipos de acuerdo con la respuesta  a la 
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ventilación mecánica (i.e, clasificar a los animales sometidos a VT elevado en dos 
grupos: susceptibles y resistentes). 
La asignación del score histológico se realizó de acuerdo al criterio del número de 
membranas hialinas identificadas en 100 campos observados: ausencia de 
membranas hialinas en 1 y 8 campos, score 0 y membranas hialinas entre 25-76, 
score 1. 
Otros métodos 
Los métodos para alcanzar los presentes objetivos coinciden con los descritos en el 
capítulo 2 para las determinaciones de las variables respiratorias y hemodinámicas, de 
la concentración de las citoquinas, de la expresión génica, y del análisis histológico. 
Se compararon las variables en los grupos sometidos a ventilación con VT Bajo y 
ventilación mecánica con VT elevado (con PIP elevada y PIP baja en t=0). 
 
4. Resultados 
Determinación del valor de PIP en t=0 que define dos fenotipos de acuerdo con 
la respuesta a la ventilación mecánica (Tabla 1, 2 y 3. Figura 1) 
Se calculó el área bajo la curva ROC de los valores de PIP (t=0) para diagnosticar el 
grado de daño histológico pulmonar medido por el índice de daño pulmonar 
considerando todas las opciones para categorizar la variable de forma dicotómica ((1) 
score 0 versus score 1, 2, 3, 4; (2) score 0,1 versus 2, 3, 4; (3) score 0, 1, 2 versus 3, 
4. El área bajo la curva ROC de las diferentes opciones (1,2 y 3) se muestran en las 
tablas 1, 2 y 3. 
La tercera opción (score 0, 1, 2 versus 3,4) presentaba la mayor área bajo la curva 
ROC. Por tanto, se decidió clasificar a los animales de acuerdo con el valor de PIP que 
se asocia con una mejor sensibilidad y especificidad (el valor cuya suma sensibilidad + 
especificidad es mayor) en esta opción. Este valor resultó ser 26.5 cmH2O. Por otro 
lado, este valor (de mayor sensibilidad y especificidad  para el diagnóstico del daño 
histológico pulmonar) fue el mismo para los otros modelos clasificatorios. 
Así pues, se definieron dos nuevos grupos (dentro de los animales que recibieron VT 
elevado) para analizar los efectos de la ventilación mecánica y de la DDS: aquellos 
con PIP<27 cmH2O y aquellos con PIP≥27 cm H2O. 











Tabla 1. Modelo 1, Área 0,943 ± 0,024 (índice 0 versus 1, 2, 3 y 4) 
 Sensibilidad 1-Especificidad Especificidad S+E 
13 1 1 0 1 
14,5 1 0,881 0,119 1,119 
15,5 1 0,763 0,237 1,237 
16,5 1 0,644 0,356 1,356 
17,5 1 0,576 0,424 1,424 
18,5 1 0,475 0,525 1,525 
19,5 1 0,39 0,61 1,61 
20,5 1 0,322 0,678 1,678 
21,5 1 0,237 0,763 1,763 
22,5 1 0,203 0,797 1,797 
23,5 1 0,153 0,847 1,847 
24,5 0,7 0,102 0,898 1,598 
25,5 0,65 0,085 0,915 1,565 
26,5 0,65 0,051 0,949 1,599 
27,5 0,5 0,051 0,949 1,449 
28,5 0,4 0,034 0,966 1,366 
29,5 0,25 0 1 1,25 
31,5 0,1 0 1 1,1 
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Tabla 2. Modelo 2, área 0,963 ± 0,024 (índice 0, 1 y 2 versus 3 y 4) 
 Sensibilidad 1-Especificidad Especificidad S+E 
13 1 1 0 1 
14,5 1 0,896 0,104 1,104 
15,5 1 0,791 0,209 1,209 
16,5 1 0,687 0,313 1,313 
17,5 1 0,627 0,373 1,373 
18,5 1 0,537 0,463 1,463 
19,5 1 0,463 0,537 1,537 
20,5 1 0,403 0,597 1,597 
21,5 1 0,328 0,672 1,672 
22,5 1 0,299 0,701 1,701 
23,5 1 0,254 0,746 1,746 
24,5 1 0,119 0,881 1,881 
25,5 0,917 0,104 0,896 1,813 
26,5 0,917 0,075 0,925 1,842 
27,5 0,667 0,075 0,925 1,592 
28,5 0,583 0,045 0,955 1,538 
29,5 0,417 0 1 1,417 
31,5 0,167 0 1 1,167 
34 0 0 1 1 
 
Tabla 3. Modelo 3, área 0,963 ± 0,024 (índice 0, 1 y 2 versus 3 y 4) 
 Sensibilidad 1-Especificidad Especificidad S+E 
13 1 1 0 1 
14,5 1 0,904 0,096 1,096 
15,5 1 0,808 0,192 1,192 
16,5 1 0,712 0,288 1,288 
17,5 1 0,658 0,342 1,342 
18,5 1 0,575 0,425 1,425 
19,5 1 0,507 0,493 1,493 
20,5 1 0,452 0,548 1,548 
21,5 1 0,384 0,616 1,616 
22,5 1 0,356 0,644 1,644 
23,5 1 0,315 0,685 1,685 
24,5 1 0,192 0,808 1,808 
25,5 1 0,164 0,836 1,836 
26,5 1 0,137 0,863 1,863 
27,5 0,833 0,11 0,89 1,723 
28,5 0,833 0,068 0,932 1,765 
29,5 0,667 0,014 0,986 1,653 
31,5 0,333 0 1 1,333 
34 0 0 1 1 
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Figura 1.  Correlación de la Sensibilidad y la (1-especificidad) de los modelos 


















Por tanto, los grupos de estudio en el presente capítulo se determinaron de acuerdo a 
la estrategia ventilatoria administrada  (VT  mecánica con VT Bajo y ventilación 
mecánica con VT elevado), el tratamiento con DDS (tratamiento con DDS o tratamiento 




Grupo 1: VT Alto + vehículo (VT Alto + VEH) 
 
 Subgrupo 1: VT Alto + VEH PIP<27 
 Subgrupo 2: VT Alto + DDS PIP≥27 
 
 
Grupo 2: VT Alto + DDS 
 
 Subgrupo 3: VT Alto + DDS PIP<27 
 Subgrupo 4: VT Alto + DDS PIP≥27 
 
Relación entre la PIP (t=0 min) y los cambios inducidos por la ventilación  
mecánica y el tratamiento con DDS en la PAM (Fig. 3 y tabla 4) 
Como se indicó en el capítulo 2, la PAM disminuyó en todos los grupos analizados, 
alcanzando la significación estadística sólo en el caso de los animales sometidos a VT 
elevado y tratados con DDS. 
Sin embargo al separar los grupos someytidos a VT elevado de acuerdo con el valor 
de la PIP basal encontramos que el delta de PAM (diferencia entre el valor inicial y el 
valor final) era mayor en que en el grupo sometido a ventilación con VT Bajo sólo en el 
grupo sometido a ventilación a ventilación mecánico con VT elevado y PIP elevada, 
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pero no en el grupo sometido a ventilación mecánica con VT elevado y PIP baja, 
alcanzando la significación estadística sólo en los animales tratados con DDS.      
En resumen: 
(a) la aplicación de VT elevado se asocia con una disminución progresiva de la 
PAM (como se indicó en el capítulo 2) 
(b) esta disminución de la PAM asociada a la aplicación de la ventilación mecánica 
con VT elevado se aprecia sólo en aquellos animales con PIP basal elevada 
(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación 
mecánica con VT elevado sobre la PAM. 
 
Figura 2. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación 
































A) PRESIÓN ARTERIAL MEDIA




























VT Alto-VEH PIP< 27
VT Alto-VEH PIP27
VT Alto-DDS PIP<27
VT Alto-DDS PIP  27





A.Evolución de la presión 
arterial media 
B. El Delta indica la diferencoa 
entre t=0 y el t=150 min 
Πp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
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Tabla 4. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación 
mecánica y el tratamiento con DDS en la presión arterial media (mmHg) 
VT Tratamiento t=0min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 118±14,4 92±11,2 ¶ -26±14,1 
 DDS 110±17,1 93±17,3 ¶ -18±17,9 
     
VT  Alto VEH 120±16,2 82±17,3 ¶ -38±22,8  
 DDS 120,8±14 85,1±16 ¶ -35,7±14,8  π 
     
VT AltoPIP<27cmH2O VEH 123±14,7 88±9,3 ¶ -35±16,2 
 DDS 124±12,3 94±9,3 ¶ -30±10 
     
VT Alto PIP≥27cmH2O VEH 111±14 75±21,9 ¶ -41±28,9  
 DDS 115±16,2 69±12,6 ¶ -46±17 π 
 
El Delta indica la diferencia entre el t=0 y t=150 min. Los valores son la media ±SD. Se aplicó 
ANOVA de una vía; test de comparación múltiple Bonferroni: 
πp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
Para la comparación entre t=0 y t=150 min se aplicó el t-test: ¶p<0.05 vs t=0 
 
Efectos sobre los cambios de la mecánica respiratoria 
Nuestro segundo objetivo fue estudiar la relación entre la presión pico de la vía aérea 
y los efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por VM sobre la mecánica 
respiratoria.  
Presión pico de la vía aérea (Fig.3, tabla 5)  
Como se indicó en el capítulo 2, la PIP aumentó en los grupos sometidos a VT elevado. 
Sin embargo, al separar los grupos sometidos a VT elevado de acuerdo con el valor de 
PIP basal, encontramos que el delta de PIP (diferencia entre el valor inicial y valor 
final) era mayor en los grupos con PIP≥27cmH2O, en comparación con el delta del 
grupo sometido a VT Bajo. Además, el delta del grupo VT Alto con PIP≥27cmH2O, en 
compasión con el delta del grupo sometido a VT Bajo. Además, el delta grupo VT Alto 
con PIP≥27cmH2O fue también mayor que el delta del grupo VT Alto según la PIP 
basal (<27cmH2O o ≥27cmH2O). 
No hubo diferencias entre los cambios de la PIP en relación al tratamiento con DDS, ni 
considerando al grupo VT elevado globalmente, ni separando el grupo de VT elevado 
según la PIP basal (<27cmH2O o ≥27cmH2O). 
En resumen: 
(a) La aplicación de VT elevado se asoció  con una elevación de la PIP (como se 
indicó en el capítulo 2 de la presente memoria); 
(b)Este efecto de la elevación de la PIP se aprecia sólo en los animales que en 
momento inicial del experimento presentan una PIP≥27 cmH2O; 
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(c)El tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica 
(VT  Alto) sobre la PIP. 
 
Figura 3. Relación de la PÌP y los efectos de la DDS sobre los cambios 
modulados por la Ventilación mecánica.                                                                           
 























A) Relación de la PIP sobre los cambios de la ventilación mecánica: 
VT Alto + VEH PIP<27 +p<0.05 frente a  
VT Alto + VEH PIP>27 
Relación entre la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios  
inducidos por la ventilación mecánica: 
VT Alto +  PIP≥27 + DDS  &p<0.05 frente a VT Alto + VEH PIP<27 + DDS 
 
B) El Delta indica la diferencia entre t=0 y 
t=150 min. Se aplicó ANOVA de una vía; 
test de comparación múltiple Bonferroni, el 
valor de p se refiere a la comparación entre 
los delta de los cuatro grupos: 
*p<0.05 vs VT Bajo + VEH 
πp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
+p<0.05 vs VT Alto PIP<27 
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Tabla 5. Relación de la Presión pico (cmH2O) y los efectos de la DDS sobre los 
cambios modulados por la ventilación mecánica 
VT Tratamiento t=0 t=150 Delta 
V
T
 Bajo VEH 17±1,9 18±1,6       (¶) 1±1,1 
 DDS 17±2,2 18±1,7          1±1,3 
     
V
T
  Alto VEH 26±4,3 33±10,4     (¶) 7±6,5         (*) 
 DDS 25,4±3,3 31±7,9       (¶) 5,6±5,6     (π) 
     




O VEH 23±2,0 24±3,2 2±1,5    
 DDS 23,4±1,7 25,8±2,5    (¶) 2,5±2,5 
     




O VEH 30±2,8 42±6,2       (¶) 11±5,6    (*) (+) 
 DDS 29±2,0 40,4±3,3    (¶) 11,3±2,2(π)(&)  
 
 
El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min. Los valores son la media ±SD. Se aplicó  
ANOVA de una vía; test de comparación múltiple Bonferroni:                                 
*p<0.05 vs VT Bajo + VEH; πp<0.05 vs VT Bajo + DDS;                                                               
+p<0.05 vs VT Alto PIP<27; &p<0.05 vs VT Alto PIP<27 +DDS 
¶p<0.05 vs t=0. 
 
 
Distensibilidad dinámica (compliance) (Fig.4, tabla 6) 
Como se indicó en el capítulo 2, la CDYN disminuyó en los grupos sometidos a VT 
elevado. 
Sin embargo, al separar los grupos sometidos a VT elevado de acuerdo con el valor 
de la PIP basal, encontramos que el delta de CDYN (diferencia entre el valor inicial y 
final) era diferente del grupo sometido a ventilación con VT Bajo sólo en el grupo 
sometido a ventilación mecánica con VT elevado y  PIP basal elevada, pero no en 
el grupo sometido a ventilación mecánica con VT elevado y PIP basal baja. 
No hubo diferencias en los cambios de la CDYN en relación al tratamiento con DDS, 
ni considerando al grupo VT elevado globalmente, ni separando el grupo de VT 
elevado según la PIP basal (<27 cm H2O ó ≥ 27 cm H2O). 
En resumen: 
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La aplicación de VT elevado se asoció  con una disminución de la distensibilidad 
(como se indicó en el capítulo 2 de la presente memoria); 
(a) este efecto de la disminución de la distensibilidad se aprecia sólo en los 
animales que en momento inicial del experimento presentan una PIP≥27 cmH2O; 
(b) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación 
mecánica con VT elevado  sobre la distensibilidad. 
Figura 4. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 




(A)  Relación de la distensibilidad sobre los 
cambios de la ventilación mecánica: 
VT Alto + VEH PIP<27  +p<0.05 frente a  
VT Alto + VEH PIP>27 
Relación entre la PIP y los efectos de la 
DDS sobre los cambios inducidos por la 
ventilación mecánica: 
VT Alto +  PIP≥27 + DDS  &p<0.05 frente a  
















(B) El Delta indica la diferencia entre t=0 y 
t=150 min. Se aplicó ANOVA de una vía; 
test de comparación múltiple Bonferroni, el 
valor de p se refiere a la comparación entre 
los delta de los cuatro grupos: 
*p<0.05 vs VT Bajo + VEH 
π p<0.05 vs VT Bajo + DDS 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27                                                                                                        
&p<0.05 vs VT Alto + DDS PIP<27 
                                                                                                             
                                                                                                 
+ VEH
+ DDS




 Tabla 6. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 
el tratamiento con DDS en distensibilidad pulmonar (ml/cmH2O) 
 
VT Tratamiento t=0 t=150 Delta 
V
T
 Bajo VEH 0,30±0,04 0,27±0,03 (¶) -0,03±0,03 
 DDS 0,30±0,06 0,27±0,03         -0,03±0,03 
     
V
T
  Alto VEH 0,39±0,06 0,30±0,10 (¶) -0,09±0,04  (*) 
 DDS 0,42±0,06 0,33±0,10 (¶) -0,08±0,05 (π) 
     




O VEH 0,44±0,05 0,39±0,06 -0,04±0,03 
 DDS 0,44±0,05 0,39±0,08 (¶) -0,06±0,04 
     




O VEH 0,34±0,03 0,22±0,02 (¶) -0,12±0,02 (*)(+) 





El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min. Los valores son la media ±SD. Se aplicó 
ANOVA de una vía; test de comparación múltiple Bonferroni:   *p<0.05 vs VT Bajo + VEH; 
πp<0.05 vs VT Bajo + DDS;                                                                                                       
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27;  
&p<0.05 vs VT Alto + DDS  PIP<27 




Resistencia de la vía aérea (Fig. 5, tabla 7) 
Como se indicó en el capítulo 2, la RAW aumentó durante el período de ventilación 
mecánica con VT elevado, en comparación con el VT Bajo. Este efecto fue 
atenuado por el tratamiento con DDS, observándose tan sólo en el grupo que no 
fue tratado con DDS. 
Sin embargo, al separar los grupos sometidos a VT elevado de acuerdo con el valor 
de PIP basal, encontramos que el delta de RAW (diferencia entre el valor inicial y 
valor final) era mayor sólo en los grupos con PIP≥27 cmH2O, en comparación con 
el delta del grupo sometido a VT Bajo. Además el delta del grupo VT elevado con 
PIP≥27 cmH2O fue también mayor que el delta del grupo VT elevado  con 
PIP<27cmH2O.No hubo diferencias en los cambios de RAW en relación al 
tratamiento con DDS. 





Figura 5. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 





(A) Relación de la PIP sobre los cambios de la 
ventilación mecánica: 
VT Alto + VEH PIP<27 +p<0.05 frente a VT Alto + 
VEH PIP>27 
Relación entre la PIP y los efectos de la DDS 
sobre los cambios inducidos por la ventilación 
mecánica: 
VT Alto +  PIP≥27 + DDS  &p<0.05 frente a VT 















B) El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 
min. Se aplicó ANOVA de una vía; test de 
comparación múltiple Bonferroni, el valor de p se 
refiere a la comparación entre los delta de los 
cuatro grupos: 
*p<0.05 vs VT Bajo + VEH 
πp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27                                                                                                        
&p<0.05 vs VT Alto + DDS PIP<27 
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Tabla 7. Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios inducidos por la 
VM en la resistencia (cm H2O/L/s) 
VT Tratamiento t=0 t=150 Delta 
V
T
 Bajo VEH 106±20,7 97±20,9 -8±9,2 
 DDS 102±20,6 95±21,3 -7±13,9 
     
V
T
  Alto VEH 129±23,8 167±58,8 (¶) 39±58,9 
 DDS 154±27,7 148,6±55,7 -1,9±39,5 (*) 





O VEH 130±20,1 116±12,9 -26±39,1 
 DDS 148±23,8 118±20,3 (¶) -26±19,0 





O VEH 130±29,0 204±48,6 (¶) 74±45,3 (*)(+) 
 DDS 166±32,3 204±58,3 39±30,5(π)(&) 
 
 
El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min. Los valores son la media ±SD. Se aplicó 
ANOVA de una vía; test de comparación múltiple Bonferroni:   
 *p<0.05 vs VT Bajo + VEH; πp<0.05 vs VT Bajo + DDS;                                                       
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27; &p<0.05 vs VT Alto + DDS PIP<27 
¶p<t=0 
 
Efectos sobre los cambios en la función pulmonar 
Intercambio gaseoso  (Tabla 8; figura 6 y 7) 
Como se indicó en el capítulo 2, la PaO2/FiO2 disminuyó en los animales sometidos a 
VT elevado (la diferencia entre t=150 min y t=0 min alcanzó la significación estadística 
sólo en el grupo tratado con DDS). 
Sin embargo, al separar los grupos sometidos a VT elevado de acuerdo con el valor de 
PIP basal, encontramos que el delta de PaO2/FiO2 (diferencia entre el valor inicial y 
valor final) era mayor que en el grupo sometido a ventilación con VT Bajo sólo en el 
grupo sometido a ventilación mecánica con VT elevado y PIP basal ≥27cmH2O (y no 
en el grupo con PIP basal <27cmH2O).                
Las gasometrías se determinaron en muestras de sangre obtenidas antes del inicio de 
la ventilación mecánica (t=-5 min, basal), y al finalizar el experimento (t=150min) 
(Tabla 6 y 7) 
En resumen: 
 Capítulo 3 
186 
 
(a) La aplicación de VT elevado se asoció  con una disminución aunque no significativa 
de la PaO2/FiO2(como se indicó en el capítulo 2 de la presente memoria); 
(b) este efecto de la disminución de la PaO2/FiO2  se aprecia sólo en los animales que 
en momento inicial del experimento presentan una PIP≥27 cmH2O; 
(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica 
(VT  Alto) sobre la PO2/FiO2 
 
Figura 6. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 
el tratamiento con DDS en la ratio de la presión parcial de oxígeno a nivel arterial 













La ratio entre la presión parcial de oxígeno a nivel arterial (PaO2) y la fracción inspirada de 
oxígeno (FiO2)  fueron evaluados al finalizar el periodo de la ventilación mecánica. 
*p<0,05 frente a VT Bajo + VEH 
+p<0,05 frente VT Alto + VEH PIP<27  
πp<0,05 frente a VT Bajo + DDS 
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Tabla 8. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y el 
tratmiento con DDS en el intercambio gaseosos (mmHg) 
PaO2 
VT Tratamiento t=0 t=150 Delta 
V
T
 Bajo VEH 171±20,24 176±22,71 5±13,21 
 DDS 173±17,05 178±19,08 5±10 
     
V
T
  Alto VEH 166±14,82 144±65,24 -22±64,15 
 DDS 170,3±12,18 133,1±69,66(¶) -37,3±63,56 





O VEH 163±16,10 179±50,32 15±41,90 
 DDS 173,5±8,61 170,6±48,89 -2,9±46,73 





O VEH 168±14,54 106±57,65 (¶) -62±59,33(+)(*) 
 DDS 164±15,94 68,7±50,29(¶) -96±41,3 (π)(&) 
 
El valor delta indica la diferencia entre t=0 y el t=150 min. Los valores son la media ± SD        
El valor p se refiere: 
La comparación entre el momento final (t=150 min)  y el momento inicial (t=0) (t-test) 
¶p<0.05 vs t=0 
La comparación entre los delta (ANOVA de una vía, test: comparación múltiple Bonferroni) 
*p<0.05 vs VT Bajo + VEH 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27 
Πp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
&p<0.05 vs VT Alto +DDS PIP<27 
 
Figura 7.  Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados 




                                                                                                                    
 
El Delta indica la diferencia entre t=0 y t=150 min 
La comparación entre los Delta (ANOVA de una vía, test de comparación múltiple Bonferroni) 
*p<0.05 vs VT Bajo + VEH 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27 
Πp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
&p<0.05 vs VT Alto + DDS PIP 
+ VEH
+ DDS
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Tabla 9.  Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados por 
la ventilación mecánica en el intercambio gaseoso: pH y PaCO2 
 
A) pH 
VT Tratamiento t=0min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 7,4±0,07 7,4±0,07 -0,01±0,07 
 DDS 7,4±0,06 7,4±0,06 -0,01±0,05 
     
VT  Alto VEH 7,4±0,07 7,3±0,07 -0.1±0,09 
 DDS 7,4±0,06 7,4±0,05 -0,04±0,08 
     
VT  Alto PIP<27cmH2O VEH 7,38±0,06 7,34±0,06 -0,03±0,07 
 DDS 7,39±0,06 7,36±0,05 -0.03±0,09 
     
VT  Alto PIP≥27cmH2O VEH 7,37±0,08 7,31±0,06 -0,06±0,10 




B) PaCO2 (mmHg) 
VT Tratamiento t=0min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 28±6,90 28±6,0 0,20±4,55 
 DDS 25±4,56 25±4,26 -1±4,09 
     
VT  Alto VEH 29±5,43 31±4,33 3±6,55 
 DDS 27,9±6,18 31±4,10 3,1±5,88 
     
VT  Alto PIP<27cmH2O VEH 31±5,40 31±4,31 0,45±5,77 
 DDS 29,1±6,67 31,3±3,28 2,2±6,46 
     
VT  Alto PIP≥27cmH2O VEH 27±4,79 32±4,70 5±7,27 
 DDS 25,9±5,05 30,6±5,50 4,7±4,72 
 
 
Abreviaciones: PaCO2, presión parcial de dióxido de carbono arterial. Las medidas se 
realizaron en una situación basal (después de 30 minutos de estabilización post quirúrgica 
ventilado con VT bajo) y tras un periodo de estrategia ventilatoria 150 minutos. 
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Tabla 10. Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados 
por la ventilación mecánica en el intercambio gaseoso: HCO3




VT Tratamiento t=0min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 17±1,61 16±1,65 -0,3±1,23 
 DDS 17,1,93 16±1,97 -1±2,37 
     
VT  Alto VEH 17±1,95 16±2,21 -1±1,74 
 DDS 17,2±2,34 17,2±2,49 0,1±1,51 
     
VT  Alto PIP<27cmH2O VEH 18±1,91 17±1,74 -1±1,26 
 DDS 17,6±1,95 17,7±2,25 0,1±1,35 
     
VT  Alto PIP≥27cmH2O VEH 16±1,06 16±1,4 1±1,04 




B) Lactato (mmol/L) 
VT Tipo de sustancia t=0min t=150min Delta 
VT  Bajo VEH 2,4±1,03 1,0±0,33 -1,4±0,99 
 DDS 2,3±1,06 1,0±0,18 -1,2±1,04 
     
VT  Alto VEH 2,2±0,93 1,2±0,86 -1,0±1,13 
 DDS 2,2±0,99 1,1±0,61 -1,1±0,72 
     
VT  Alto PIP<27cmH2O VEH 1,82±0,75 0,84±0,28 -0,98±0,82 
 DDS 1,86±0,79 0,91±0,37 -0,95±0,80 
     
VT  Alto PIP≥27cmH2O VEH 2,59±1,07 1,23±0,63 -1,36±1,11 





, bicarbonato arterial.                                                                                
Las medidas se realizaron en una situación basal (después de 30 minutos de estabilización 
post quirúrgica ventilado con VT bajo) y tras un periodo de estrategia ventilatoria 150 minutos. 
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Como se describió en el capítulo 2, la aplicación de VT elevado no se asoció con 
cambios significativos en el pH, PaCO2, bicarbonato y lactato arteriales. 
Al separar el grupo sometido a VT elevado según el valor de PIP basal (<27cmH2O, ó 
≥27cm H2O), no se apreció ningún cambio en ninguno de los valores mencionados. 
Únicamente se observó una tendencia (que no alcanzó la significación estadística) a 
un menor pH en el grupo sometido a VT elevado con PIP≥27cmH2O (en comparación 
con el grupo sometido a ventilación con VT Bajo). 
El tratamiento con DDS no modificó ninguno de los cambios observados, ni en el 
grupo sometido a VT elevado (considerado globalmente), ni en los grupos sometidos a 
VT elevado con PIP<27 cm H2O o VT elevado con PIP≥27cmH2O. 
 
Alteraciones en la permeabilidad alveolo capilar 
Proteínas totales en el lavado bronco alveolar 
Como se describió en el capítulo 2, la aplicación de VT elevado se asoció con una 
mayor concentración de proteínas totales en el LBA en comparación con los animales 
que recibieron VT Bajo. La diferencia entre VT elevado y VT Bajo alcanzó la 
significación estadística sólo en los animales no tratados con DDS. 
Al separar el grupo sometido a VT elevado según el valor de PIP basal (<27cm H2O, o 
≥27cm H2O), se apreció que el efecto de VT elevado sobre la concentración de 
proteínas en el LBA es significativo sólo en los animales con PIP basal ≥27cmH2O. La 
concentración de proteínas en el LBA era también mayor en los animales sometidos a 
VT alto elevado PIP basal ≥27cmH2O que en los animales sometidos a VT elevado PIP 
basal<27cmH2O. 
La concentración de proteínas totales en el LBA en animales sometidos a VT elevado 
con PIP≥27cm H2O fue mayor en el grupo tratado con DDS que en el grupo no tratado 
con DDS. 
En resumen: 
(a) la aplicación de VT elevado se asoció con una mayor concentración de 
proteínas en el LBA, en comparación con la aplicación de VT bajo (como se indicó 
en el capítulo 2 de la presente memoria);  
(b) este efecto sobre la concentración  de proteínas se aprecia sólo en los 
animales que en el momento inicial del experimento presentan una PIP basal ≥27 
cm H2O;  
(c) el tratamiento con DDS aumenta la permeabilidad alveolo capilar asociado a los 
animales que en el momento inicial del experimento presentan una PIP basal 
≥27cmH2O. 
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Figura 8. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 













Efecto de la DDS sobre la permeabilidad alveolocapilar 
*p˂0.05 vs VT  Bajo + VEH   
+p<0.05 vs VT  Alto + VEH  PIP<27  
лp<0.05 vs VT  Bajo + DDS 
&p<0.05 vs VT  Alto + DDS  PIP<27  




Ratio LBA/suero de la concentración de proteínas (Tabla 11 y figura 19) 
Como se describió en el capítulo 2, la aplicación de VT elevado se asoció con una 
mayor ratio entre la concentración de proteínas en el LBA y la concentración de 
proteínas en el suero, en comparación con los animales que recibieron VT bajo. La 
diferencia entre VT elevado y VT bajo alcanzó la significación estadística sólo en los 
animales no tratados con DDS. 
Al separar el grupo sometido a VT elevado según el valor de la PIP basal 
(<27cmH2O, ó ≥27cm H2O), se apreció que el efecto del VT elevado sobre la ratio 
de la concentración de proteínas es significativo sólo en los animales con PIP 
basal ≥27cm H2O. La ratio de la concentración de proteínas era también mayor en 
los animales con VT elevado con PIP≥27cm H2O que en los animales con VT 
elevado con PIP<27 cmH2O. 
El tratamiento con DDS no afectó al aumento de la ratio de la concentración de 
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(a) La aplicación de VT elevado se asoció con una mayor ratio entre la 
concentración de proteínas LBA/suero, en comparación con la aplicación de un VT 
Bajo (como se indicó en el capítulo 2 de la presente memoria) 
(b) este efecto sobre la ratio se aprecia sólo en los animales que en el momento 
inicial del experimento presentan una PIP basal ≥ 27cm H2O. 
(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación 
mecánica con VT elevado sobre la ratio LBA/suero de la concentración de 
proteínas. 
 
Tabla 11. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 
el tratamiento con DDS en la concentración de proteínas a los 150 minutos 
 
 Tratamiento VT Bajo VT Alto VT Alto PIP 
<27cm H2O 
H2O 




VEH 658±97,40 301,98±37,85 * 300,98±032,36  * 336,96±080,89 
(mg/dL) DDS 302±45,23 713,8±92,29 π 763,70±113,80 # 
π 
621,17±176,13 π 
      
LBA 
(mg/dL) 
VEH 13±1,11 123±29,94  * 15,53±04,60 217,4±1,68 + * 
(mg/dL) DDS 12±0,95 114±29,04 π 31,00±0,60 269,5±28,6 £ & π 
      
Ratio 
(%) 
VEH 3,09±0,64 38,68±2,02 5,77±1,43 76±25±16,44 + * 
(%) DDS 5,66±0,80 29,32±11,66 6,30±2,20 72,06±25,81 &π 
      
 
 
Abreviatura: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo. LBA, Lavado broncoalveolar. 
Ratio (%), ratio de concentración de proteínas entre el LBA y el suero. 
Estadística: ANOVA de una vía. Comparación múltiple de Bonferroni. 
*p˂0.05 vs VT Bajo + VEH 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27 
лp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
δp<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27 
&p<0.05 vs VT Alto ++DDS PIP<27 





















Figura 9: Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 











Abreviatura: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo. LBA, Lavado 
broncoalveolar. Ratio(%), ratio de concentración de proteínas entre el LBA y el suero. 
Estadística:ANOVA de una vía. Comparación múltiple de Bonferroni. 
*p˂0.05 vs VT Bajo + VEH 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27 
лp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
&p<0.05 vs VT Alto + DDS PIP<27 
 
Concentración de IgM en el lavado broncoalveolar (Fig. 12) 
Como se describió en el capítulo 2, la aplicación de VT elevado se asoció con una 
mayor concentración de IgM en el LBA en comparación con la aplicación de VT bajo. 
El tratamiento con DDS atenúo este aumento. 
Al separar el grupo sometido a VT elevado según el valor de PIP basal (<27 cm H2O, ó 
≥27cm H2O), se apreció que el efecto de VT elevado sobre la concentración de IgM en 
el LBA se aprecia tanto en el grupo con PIP basal<27 cm H2O como en el grupo con 
PIP basal ≥ 27 cm H2O. Sin embargo, el aumento es mayor en los animales con PIP 
basal ≥ 27 cm H2O que en los animales con PIP basal<27 cm H2O. 
El tratamiento con DDS no afectó al aumento de la concentración de IgM en el LBA.  
En resumen: 
(a) la aplicación de VT elevado se asoció con una mayor concentración de IgM en el 
LBA, en comparación con la aplicación de un VT bajo (como se indicó en el capítulo 2 
de la presente memoria);  
(b) este efecto sobre la concentración de IgM se aprecia en todos los animales 
sometidos a VT elevado, pero es mayor en aquellos que presentan inicialmente una 
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(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica 
con VT elevado sobre la concentración de IgM en el LBA 
 
Figura 10: Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios 











Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo 
La permeabilidad alveolo-capilar se evaluó cuantificando la concentración de Ig M en el LBA. 
Estadística: ANOVA de una vía Comparación múltiple de Bonferroni.  
*p˂0.05 vs VT Bajo + VEH 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27 
лp<0.05 vs VT Bajo + DDS 




Efectos sobre la histología pulmonar (Figura 11) 
 
Como se describió en el capítulo 2, la aplicación de VT elevado se asoció con un 
mayor score de daño pulmonar en comparación con la aplicación de VT Bajo. El 
tratamiento con DDS no modificó ese aumento. 
Al separar el grupo sometido a VT elevado según en valor de la PIP basal (<27 cmH2O, 
ó ≥27 cmH2O), se apreció que el efecto del VT elevado sobre el índice de daño 
pulmonar se observa sólo en el grupo con PIP basal≥ 27 cm H2O y que el aumento en 
el grupo VT elevado con PIP basal ≥ 27 cm H2O es mayor que el aumento en el grupo 
VT elevado con PIP basal<27 cmH2O. 
El tratamiento con DDS no afectó el índice de daño pulmonar inducido por la 














































(a) la aplicación de VT elevado se asoció con un mayor score de daño pulmonar, en 
comparación con la aplicación de un VT bajo (como se indicó en el capítulo 2 de la 
presente memoria);  
(b) este efecto sobre el score de daño pulmonar se aprecia sólo en los animales que 
en el momento inicial del experimento presentan una PIP basal ≥27 cm H2O;  
(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica 
con VT elevado sobre el score de daño pulmonar. 
Figura 13: Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios 










Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo. MH, Membranas Hialinas 
Estadística: ANOVA de una vía. Comparación múltiple de Bonferroni                                                 
*p˂0.05 vs VT Bajo + VEH                                                                                                                     
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27                                                                                                             
лp<0.05 vs VT Bajo + DDS                                                                                                                    
&p<0.05 vs VT Alto + DDS PIP<27 




Repercusión a otros órganos (Tabla 9) 
Como se describió en el capítulo 2, la aplicación del VTelevado se asoció con una 
mayor concentración sérica de glucosa, y de la actividad sérica de LDH, CK, GOT, y 
GTP, que alcanzó la significación estadística sólo en el grupo no tratado con DDS 
(para la GOT) o sólo en el grupo tratado con DDS (para el caso de la glucosa, LDH, y 
GTP). 
Al separar el grupo sometido a VT elevado según el valor de la PIP Basal (<27cm H2O, 
ó ≥27 cm H2O), se apreció que el efecto del VT elevado sobre los diferentes cambios 
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bioquímicos era observado sólo en los animales que presentaban una PIP basal ≥27 
cm H2O. 
El tratamiento con DDS no afectó a los diferentes cambios bioquímicos inducidos por 
la ventilación mecánica con VT elevado. 
En resumen: 
(a) la aplicación de VT elevado se asocia con signos de daño celular sistémico no 
específico de tejido (elevación de enzimas intracelulares) (como se indicó en el 
capítulo 2) 
(b) el efecto de la ventilación mecánica con VT elevado sobre los cambios bioquímicos 
analizados se aprecia sólo en los animales que presentan una PIP basal ≥27cm H2O; 
(c) el tratamiento con DDS no afecta a los cambios bioquímicos inducidos por la 
ventilación mecánica. 
Tabla 12. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 
el tratamiento con DDS en diferentes variables a los 150 minutos 
 Tratamiento VT Bajo VT Alto VT Alto  
PIP <27cm 
H2O 
VT Alto  
PIP≥27cm  
H2O Glucosa VEH 109±5,1 119±7,6 105±4,5 136±17 * 
(mg/dl) DDS 101±3,5 129,7±6  π 121±8,0 145±8,5 π 
      
Creatinina VEH 0,6±0,02 0,6±0,10 0,5±0,03 0,7±0,10 
(mg/dl) DDS 0,7±0,10 0,5±0,040 π 0,5±0,02 0,6±0,08 
      
LDH  VEH 320±31 698±117 531±119 728±113 
(IU/L) DDS 401±51 846±212 π 574±115 1390±594 π & 
      
CK  VEH 597±91 2042±511 * 2020±907 1877±557 
(IU/L) DDS 879±21 2196±31 π 1901±251 2789±857 
      
GOT  VEH 83±4,60 145±19,50 * 109±8,93 161±29,30 * 
(IU/L) DDS 95±80 138±17 130±20,50 153,2±70 
      
GTP  VEH 33±1,9 50±7,2 38±3,2 52,4±7,9 * 
(IU/L) DDS 35±2,2 50,4±5,4 π 42,8±5,0 63,6±11 π & 
 
Abreviaciones: DDS, descontaminacióndigestiva selectiva. VEH, vehículo. LDH, lactato 
deshidrogenasa. CK, creatin kinasa. GOT, aspartato aminotransferasa. GTP, Alanina 
aminotrasferasa. 
Estadística: ANOVA de una vía. Comparación múltiple de Bonferroni. 
*p<0.05 vs VT  Bajo + VEH 
+p<0.05 vs VT Alto + VEH PIP<27 
Πp<0.05 vs VT Bajo + DDS 
&p<0.05 vs VT Alto + DDS PIP<27 
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Efectos sobre los cambios en la respuesta inflamatoria pulmonar: citoquinas 
TNF-α   
La administración de VT elevado se asoció con una elevación de la concentración                 
en el tejido pulmonar, que fue atenuado (la diferencia respecto al grupo que recibió VT 
Bajo no alcanzó la significación estadística) mediante el tratamiento con DDS (tal 
como se indicó en el capítulo 2).  
Al separar los grupos sometidos a VT elevado de acuerdo con el vaor de PIP basal 
(<27 cmH2O ó ≥ 27 cmH2O), se observó que el aumento de la concentración de la 
citoquina sólo se apreció en el grupo con PIP basal ≥ 27 cmH2O, y no en el grupo con 
PIP<27 cmH2O. Además el aumento medido en el grupo sometido a VT elevado con 
PIP≥ 27 cmH2O fue mayor que el grupo sometido a VT elevado con PIP<27 cmH2O. 
Se observó dentro del grupo sometido a VT elevado con PIP≥27cmH2O que los 
animales que recibieron tratamiento con DDS presentaban un menor concentración de 
la citoquina que los animales que no recibieron tratamiento con DDS. 
MCP-1 
La administración de VT elevado se asoció con una elevación de la concentración en el 
tejido pulmonar, que fue atenuado (la diferencia respecto al grupo que recibió VT bajo 
no alcanzó la significación estadística) mediante el tratamiento con DDS (tal como se 
indicó en el capítulo 2). 
Al separar los grupos sometidos  a VT elevado de acuerdo con el valor de la PIP basal 
(<27 cm H2O ó ≥ 27 cmH2O), se observó que el aumento de la concentración de la 
citoquina sólo se apreció en el grupo con PIP basal  ≥ 27 cmH2O, y no en el grupo con 
PIP< 27 cm H2O. Además el aumento medido en el grupo sometido a VT elevado  con 
PIP≥ 27 cmH2O fue mayor que el aumento en el grupo sometido a VT elevado con 
PIP<27 cm H2O. 
Se observó dentro del grupo sometido a VT elevado con PIP≥ 27 cm H2O una 
tendencia ( no significativa) a una menor concentración de la citoquina en el grupo 
tratado con DDS en comparación con el grupo no tratado con DDS. 
IL-1β 
La administración de VT elevado se asoció con una elevación en la concentración en el 
tejido pulmonar, que fue atenuado (la diferencia respecto al grupo que recibió VT bajo 
no alcanzó la significación estadística) mediante el tratamiento con DDS  (tal como se 
indicó en el capítulo 2). 
Al separar los grupos sometidos a VT elevado de acuerdo con el valor de PIP basal 
(<27 cmH2O ó ≥ 27 cmH2O), se observó que el aumento de la concentración de la 
citoquina sólo se apreció en el grupo con PIP basal ≥ 27 cm H2O, y no en el grupo con 
PIP< 27 cm H2O. Además el aumento medido en el grupo sometido a VT  elevado con 
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PIP≥27 cmH2O fue mayor que el aumento en el grupo sometido a VT elevado  con 
PIP<27 cm H2O (al menos para el grupo tratado con DDS). 
El tratamiento con DDS se asoció con una tendencia no significativa a menores 
concentraciones de la citoquina en el grupo que recibió  VT Bajo con PIP<27 cmH2O. 
En resumen: 
(a) la aplicación del VT elevado se asocia con la respuesta inflamatoria en el tejido 
pulmonar ( mayor concentración de  TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 e IL-1β), cambios  (al 
menos para TNF-α, IL-6, MCP-1 e IL-1β) atenuados por el tratamiento con DDS (como 
se indicó en el capítulo 2 de la presente memoria); 
(b) los cambios medidos en la concentración de las diferentes citoquinas se aprecian 
sólo en animales con PIP basal ≥27 cmH2O, y no en los que presentan PIP<27 cm 
H2O; 
(c) el tratamiento con DDS atenúa el aumento de la concentración de las diferentes 
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Figura 12. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 























Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo.                           
Análisis estadístico: ANOVA de una vía. Test de comparación múltiple Bonferroni 
*p<0,05 vs VT Bajo + VEH; 
+p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 
πp<0,05 vs  VT Bajo + DDS PIP<27;   
&p<0,05 vs  VT Alto + DDS PIP<27; 
#p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 
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Efectos sobre los cambios en la respuesta inflamatoria pulmonar: expresión 
génica  
TNF-α 
La administración de VT elevado se asoció con una elevación de la expresión del gen 
de TNF-α, en comparación con VT Bajo, que se observó tanto en los grupos que 
presentaban PIP<27 cm H2O como PIP≥ 27 cmH2O. 
Se apreciaron algunas tendencias en los cambios de la expresión en relación con el 
tratamiento con DDS o con el valor de PIP basal, pero ninguno alcanzó significación  
estadística y, por tanto, no serán comentados. 
IL-6 
La administración de VT elevado se asoció con una elevación de la expresión del gen 
de IL-6, en comparación con VT bajo, que se observó tanto en los grupos que 
presentaban PIP<27 cm H2O como PIP≥27 cmH2O 
El aumento de la expresión del gen de IL-6 fue más marcado en el grupo sometido a 
VT elevado con PIP≥ 27 cm H2O que en el grupo sometido  a VT elevado con PIP<27 
cmH2O. 
No se observó ningún efecto consistente y significativo del tratamiento con DDS. 
MIP-2 
La administración de VT elevado se asoció con una elevación de la expresión del gen 
de MIP-2, en comparación con VT Bajo, que se observó tanto en los grupos que 
presentaban PIP<27 cmH2O como PIP≥ 27 cm H2O. 
El aumento de la expresión del gen de MIP-2 fue más marcado en el grupo sometido a 
VT elevado con PIP≥27 cm H2O que en el grupo sometido a VT elevado con PIP<27 
cmH2O. 
Aunque se apreció una tendencia a una menor expresión en los animales tratados con 
DDS, ninguna diferencia alcanzó la significación estadística. 
CXCR-2 
No se apreció ningún cambio en la expresión de CXCR-2 en relación con la 
administración de VT elevado, con la PIP basal, o con el tratamiento con DDS. 
CCR2 
No se apreció ningún cambio en la expresión de CCR2 en relación con la 
administración de VT elevado, con la PIP basal, o con el tratamiento con DDS. 
 
 




(a) La administración de VT elevado se asoció con una mayor expresión de genes 
implicados en la respuesta inflamatoria (TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1) (como se indicó 
en el capítulo 2 de la presente memoria); 
(b) este efecto sobre la expresión de genes implicados en la respuesta inflamatoria 
resulta más evidente en los animales que presentan una PIP basal ≥ 27 cm H2O (al 
menos para el caso de la expresión de IL-6 y MCP-1); 
(c) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica en 

























Figura 13. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilacIón mecánica y 
el tratamiento con DDS en la expresión de genes de citoquinas, quimioquinas y sus 






















Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva, VEH, vehículo. 
Los resultados fueron analizados usando el método ΔΔCT. 
*p<0,05 vs VT Bajo + VEH; 
 +p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 
 πp<0,05 vs  VT Bajo + DDS PIP<27;   
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Concentración de TLR-4 en el tejido pulmonar (Figura 14) 
La administración de VT elevado se asoció con una disminución de la expresión de 
TLR-4 en tejido pulmonar en comparación con VT Bajo. Esta disminución es observó 
tanto en los grupos que presentaban PIP<27 cmH2O como PIP≥27 cm H2O. 
No se observó ningún efecto del tratamiento con la DDS. 
En resumen: 
(a)La aplicación de VT elevado se asocia con una mayor expresión de TLR-4 en 
comparación con la aplicación de VT Bajo. 
(b)el tratamiento con DDS atenúa la expresión de TLR-4 en el subgrupo de animales 
que empieza con una PIP basal<27 (aunque no tiene significación estadística) mas no 
en los animalescon PIP basal PIP≥27 cm H2O. 
 
Figura 14. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 










Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo, CONTROL, ratas no ventiladas.  
Se indica la intensidad de las bandas (Western blot) de tejido pulmonar procedente de animales no 
ventilados (control) y animales sometidos a ventilación mecánica con VT Bajo o VT elevado. 
Análisis estadístico: ANOVA de una vía. Test de comparación múltiple de Bonferroni. 
γ p<005 vs VT Bajo + VEH; 
*p<0,05 vs VT Bajo + VEH; 
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La presión alta de la vía aérea induce apoptosis en la pared broncoalveolar 
(Figura 15 y 16) 
La apoptosis, cuantificada mediante la técnica  TUNEL (ver material y métodos) se 
encontraban discretamente  incrementada en los animales sometidos a VT elevado, en 
comparación con los animales sometidos a VT Bajo, sin alcanzar la significación 
estadística. 
Sin embargo, al separar los animales de acuerdo con el valor de la PIP basal, se 
apreció aumento significativo del grado de apoptosis  en el grupo que presentaba PIP≥ 
27cm H2O, pero no en el grupo que presentaba PIP<27 cmH2O. 
No se observó ningún efecto del tratamiento con DDS sobre el grado de apoptosis. 
En resumen: 
(a) La aplicación de VT elevado induce un aumento de la apoptosis sólo en el grupo 
que presentaba una PIP basal ≥ 27 cmH2O; 
(b) el tratamiento con DDS no afecta al cambio inducido por la ventilación mecánica en 
el grado de apoptosis en el tejido pulmonar. 
 










Se indica la cuantificación de células positivas para TUNEL en cortes de pulmón. 
Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo. 
Análisis estadístico: ANOVA de una vía. Test de comparación múltiple Bonferroni.  
*p<0,05 vs VT Bajo + VEH; 
 +p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 
 πp<0,05 vs  VT Bajo + DDS PIP<27;   
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Figua 16. Apoptosis a las 2,5 horas de ventilación y 24 horas después de 
tratamiento con DDS 
 
         VEHÍCULO   DDS   
        
        
        
 
Reacción TUNEL (terminal desoxynucleotidyltransferasa-mediated deoxyuridine 
triphosphate nick end-labeling) de secciones representativas de cortes de pulmón que 
corresponden a ratas sometidas a ventilación mecánica durante 2,5 horas previamente 
tratadas o no tratadas con DDS. Los núcleos de muchas células del parénquima 
pulmonar muestran signos de apoptosis lo cual se traduce en una reacción positiva 









VT Alto PIP≥27cmH2O 
VT Alto PIP<27cm H2O 
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Respuesta inflamatoria a nivel del intestino  
Concentración de citoquinas y quimioquinas en el tejido intestinal  (Figura  17) 
La aplicación de VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció, en 
comparación con la aplicación de VT Bajo, con una menor concentración de MIP-2, 
mientras que no se observó ningún cambio en las citoquinas estudiadas. 
Sin embargo se encontró mayor concentración TNF-α (aunque no tuvo significancia 
estadística) solo en el subgrupo que presentaban PIP basal ≥27 cmH2O y no en los 
que presentaban PIP basal<27cmH2O en comparación con la administración de VT 
Bajo. 
El subgrupo que presentaba PIP≥27 cmH2O, presentó una mayor concentración 
(aunque no alcanzando significación estadística) de TNF-α, MIP-2 y MCP-1en 
comparación con  el subgrupo que presentaba PIP basal <27 cmH2O 
Entre los animales tratados con DDS, la administración de VT elevado (en 
comparación con el VT Bajo) no se encontró ningún cambio de citoquinas y 
quimioquinas determinadas (como se indicó en el capítulo 2 de la presente memoria) 
Tanto los animales que presentaban PIP basal<27cmH2O como los que presentaban 
PIP basal ≥27cmH2O no mostraron variaciones en la concentración de citoquinas en 
comparación con el grupo ventilado con VT Bajo; figura 19. 
Tampoco hubo cambios en la concentración de citoquinas entre los animales que 
presentaban PIP basal<27cmH2O y los que presentaban PIP basal≥27cmH2O. 
Sin embargo el grupo tratado con DDS  que presentaba PIP≥27cmH2O presentaba 
una menor concentración de MIP-2   y  (aunque no de forma significativa) de TNF-α, 
MCP-1 en comparación con el grupo no tratado que presentaba PIP≥27 cmH2O. Sin 
embargo la concentración de IL-6 fue mayor y (aunque no de forma significativa). 
En resumen: 
(a) la aplicación de VT elevado se asocia con una menor concentración de MIP-2, 
lo cual puede interpretarse como una respuesta antiinflamatoria en el tejido 
intestinal inducida por la ventilación mecánica. 
(b) el tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria en el tejido intestinal 
(menor concentración de MIP-2,TNF-α y MCP-1)asociada a la ventilación 
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Figura 17: Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados 




















Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo 
*p<0.05 vs VT Bajo + VEH 
δp<0.05 vs VT Alto + VEH PIP≥27 
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Expresión de genes en el tejido intestinal (Figura 18) 
La aplicación de VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) se asoció con una menor 
expresión del gen de MIP-2, en comparación con la administración de VT Bajo. La 
expresión de otros genes analizados no se modificó por la ventilación mecánica. 
El subgrupo de ratas que presentaban PIP<27 cmH2O  presentó una menor expresión 
de genesIL-6, MIP-2 y CXCR-2  y el subgrupo que presentaba PIP basal≥27 cmH2O 
presentó mayor expresión de CXCR-2 (aunque no de forma significativa) en 
comparación con la administración de VT Bajo. 
El subgrupo de ratas que presentaban PIP basal ≥27cmH2O presentó una mayor 
expresión de genes MIP-2, CXCR2 y (no de forma significativa) IL-6 en comparación 
con el subgrupo de ratas que presentaron PIP basal<27 cmH2O. 
La aplicación de VT elevado (en ratas tratadas con DDS) se asoció con una mayor 
expresión del CXCR2, en comparación con la administración de VT Bajo. La expresión 
de otros genes no se modificó por la ventilación mecánica. 
El subgrupo de ratas que presentaban PIP<27 cmH2O no presentaron cambios en la 
expresión de los genes analizados. Sin embargo el subgrupo de ratas que 
presentaban PIP≥27 cmH2O presentó una mayor expresión de genes MCP-1 y CXCR2 
en comparación con la administración de VT Bajo. 
El subgrupo de ratas que presentaban PIP basal≥27 cmH2O presentó una mayor 
expresión de MCP-1 en comparación con el subgrupo de ratas que presentaron PIP 
basal<27 cmH2O. 
Sin embargo el grupo tratado con DDS  que presentaba PIP≥27cmH2O presentaba 
una menor  expresión de genes MIP-2, CXCR2 y (de forma no significativa) TNF-α y 
IL-6 en comparación  con el grupo no tratado que presentaba PIP≥27 cmH2O.  
Resumen: 
(a) la aplicación de VT elevado se asocia con una respuesta antiinflamatoria (menor 
expresión de MIP-2); 
(b) la aplicación de VT Alto (en las ratas que presentaban PIP basal ≥27 cmH2O), la 
DDS se asocia con un efecto antiinflamatorio (disminución de la expresión de los 
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Figura 18. Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados 
por la ventilación mecánica en la expresión de genes de citoquinas y quimioquinas en 






















Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo. 
Los resultados fueron analizados usando el método ΔΔCT. El cambio de expresión es relativa 
al grupo VT Bajo que no recibió la DDS. Se normalizó con RNA18s. 
 *p<0,05 vs VT Bajo + VEH; 
 +p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 
 πp<0,05 vs  VT Bajo + DDS PIP<27;   
 &p<0,05 vs  VT Alto + DDS PIP<27; 
 #p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 



































































Respuesta inflamatoria a nivel sistémico (Figura 19) 
La aplicación de VT elevado (en ratas no tratadas con DDS) no indujo cambios en la 
concentración de ninguna de las citoquinas estudiadas en comparación con la 
administración de VT Bajo. 
Sin embargo se encontró mayor concentración de MIP-2 y (no con significación 
estadística) IL-6 y IL-1β sólo en el subgrupo que presentaba PIP basal ≥27 cm H2O, y 
no se encontraron cambios en la concentración de las citoquinas determinadas en los 
animales que presentaban PIP basal<27cm H2O en comparación con la administración 
de VT Bajo. 
El subgrupo que presentaba PIP≥27 cmH2O, presentó una mayor concentración 
(aunque no alcanzando significación estadística) de IL-6, MIP-2, MCP-1 y IL-1β en 
comparación con  el subgrupo que presentaba PIP basal <27 cm H2O. 
Los animales tratados con DDS presentaron al administrar VT elevado (en 
comparación con VT Bajo) una elevación en la concentración sérica de IL-6. 
Los animales que presentaban PIP basal< 27 cm H2O presentaron un aumento en la 
concentración de IL-6 en comparación con los tratados con VT Bajo. 
Los animales que presentaban PIPbasal≥27 cm H2O no mostraron cambios 
significativos en comparación con los sometidos a VT Bajo. 
Sin embargo los animales que presentaron PIP basal≥27 cmH2O  presentaron mayor 
concentración de MIP-2 en comparación con los animales que presentaron PIP 
basal<27 cmH2O. 
El grupo tratado con DDS  que presentaba PIP≥27cmH2O presentaba una menor 
concentración de TNF-α y MIP-2 en comparación  con el grupo no tratado con DDS 
que presentaba PIP≥27 cmH2O.  
Resumen: 
(a) la aplicación de VT elevado no altera los niveles de TNF-α, IL-6, MIP-, MCP-1 y 
IL-1β en comparación con la aplicación de un VT Bajo; 
(b) el tratamiento con DDS afecta al subgrupo que presentó PIP basal≥ 27 cm 






 Capítulo 3 
211 
 
Figura 19. Relación de la PIP y los efectos de la DDS sobre los cambios modulados 






















Abreviaturas DDS, descontaminación digestiva selectiva, VEH, vehículo 
Análisis estadístico: ANOVA de una vía. Test de comparación múltiple de Bonferroni. 
*p<0,05 vs VT Bajo + VEH; 
 +p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 
 πp<0,05 vs  VT Bajo + DDS PIP<27;   
& p<0,05 vs  VT Alto + DDS PIP<27; 
#p<0,05 vs VT Alto + VEH PIP<27; 
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Concentración de LPS en suero (Figura 20) 
La aplicación de VT elevado no indujo cambios en los niveles de LPS en comparación 
con la aplicación del VT Bajo. 
El tratamiento con DDS no afecta el cambio inducido por la ventilación mecánica en 
los niveles de LPS en plasma. 
 
 
Figura 20. Relación de la PIP con los cambios inducidos por la ventilación mecánica y 










Abreviaturas: DDS, descontaminación digestiva selectiva. VEH, vehículo. 
Análisis estadístico ANOVA de una vía. Test de comparación múltiple Bonferroni No hubo 




En el presente capítulo de la memoria (capítulo 3) se describe un análisis que sigue el 
mismo formato que el presentado anteriormente (capítulo 2), diferenciando ahora dos 
subgrupos dentro del grupo sometido a ventilación mecánica con VT elevado, de 
acuerdo al valor de PIP basal (el valor en t=0, justo después de aumentar el VT 
asignado). Al análisis demuestra que existen dos fenotipos caracterizados por 
diferentes respuestas al mismo insulto (ventilación mecánica con VT elevado). En 
nuestro conocimiento, no se ha descrito este fenómeno previamente en la literatura: 
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En el desarrollo de los experimentos se observó que los animales que desarrollaban 
cambios cardiovasculares y pulmonares durante el tiempo de ventilación mecánica 
presentaban inicialmente (antes de aplicar el insulto) valores de PIP mayores que los 
animales que no desarrollaban estos cambios. Al aumentar el VT al inicio del 
experimento (t=0 min), todos los animales presentan subsiguientemente un aumento 
de la PIP. Sin embargo, los animales que tras el período de ventilación mecánica de 
2.5 h se demostraron susceptibles a la ventilación mecánica presentaban en t=0 
(antes del inicio del insulto) unos valoresde PIP mayores que los resistentes. 
Pese a que resultó claro para el experimentador el valor de la PIP en t=0min que 
diferencia los animales que posteriormente, tras el período de ventilación mecánica, 
desarrollarán daño (susceptibles versus resistentes a los efectos de la ventilación 
mecánica) se calculó el área bajo la curva ROC de los valores de PIP (t=0 min) que 
presenta mayor sensibilidad y especificidad para determinar el grado de daño 
histológico pulmonar. Este valor resultó 26.5 cm H2O. 
De esta manera, se determinaron dos nuevos grupos (dentro de los animales que 
recibieron VT elevado) para analizar los efectos de la ventilación mecánica y de la 
DDS: aquellos con PIP<27 cm H2O (resistentes) y aquellos con PIP≥27 cm H2O 
(susceptibles). 
El objetivo del análisis aquí presentado (capítulo 3) es demostrar que el daño y 
disfunción (cardiovascular, pulmonar, sistémico) inducido por la ventilación mecánica 
se manifiesta principalmente en el grupo que inicialmente presenta una PIP basal 
elevada, y que el efecto de la DDS descrito en el grupo sometido a ventilación 
mecánica con VT elevado se aprecia tan solo en el subgrupo que inicialmente presenta 
una PIP basal elevada. El diseño del presente estudio permite tan sólo una 
aproximación descriptiva, aunque muy novedosa, a la identificación de los dos 
fenotipos de animales caracterizados por una diferente PIP basal y una subsiguiente 
diferente susceptibilidad al daño inducido por la ventilación mecánica. Los 
mecanismos que subyacen a esta diferente respuesta no pueden ser definidos con el 
presente diseño. Tan sólo se presenta aquí una descripción de ambos fenotipos, 
aportando asimismo una discusión especulativa sobre las causas posibles de diferente 
susceptibilidad. 
¿Por qué algunas ratas presentan PIP más elevada al inicio? 
La caracterización de los dos fenotipos descansa en el hecho de que un subgrupo 
presenta daño cardiovascular, pulmonar y sistémico tras la aplicación de la ventilación 
mecánica con VT elevado, mientras que el otro subgrupo, aún cuando es sometido al 
mismo insulto, no presenta ninguna lesión identificable con la presente metodología. 
La diferente mecánica del sitema torácico desde el inicio del experimento como lo 
demuestra el hecho de que la PIP basal, al aumentar el VT desde 9 a 25 ml/kg, es 
diferente en ambos grupos. Las causas de esta diferente mecánica del sistema 
torácico pueden ser: diferencias genéticas asociadas a diferentes propiedades del 
sistema torácico; o bien posibles artefactos (intubación endotraqueal o insuficiente 
relajación neuromuscular) que expliquen una mayor PIP basal en algunos animales. 
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Diferencias genéticas que determinen una diferente PIP basal 
Los genes son desactivados por metilación, lo que se acentúa con exposiciones 
medioambientales y con ciertas dietas, mientras la acetilación las activa. Algunos de 
estos cambios son heredados (lo que, por ejemplo, permiten crecer envejecer) y otros 
se presentan en el contexto de una lesión o una enfermedad. Es posibles que los 
animales, aun cuando contengan el mismo genoma, presenten variaciones 
epigenéticas que les hagan más susceptibles a la ventilación mecánica. También es 
posible que diferentes variante genéticas expliquen una diferente susceptibilidad a la 
ventilación mecánica. Son conocidas variantes genéticas de genes asociadas con el 
desarrollo y desenlace (mortalidad y protección) de la lesión pulmonar aguda inducida 
por la ventilación mecánica. Estas variaciones genéticas se corresponden con 
reguladores moleculares específicos implicados en el desarrollo de VILI. Por ejemplo, 
Claudia dos Santosy cols [297] demostraron el papel del factor de transcripción 3 
(ATF3). La expresión de esta proteína  y su translocación al núcleo se incrementa en 
el pulmón después de la ventilación mecánica de ratones nativos. Ratones knock out 
para ATF3 muestran una mayor sensibilidad a la ventilación mecánica que se traduce 
en un aumento de células infiltradas y citoquinas proinflamatorias en el tejido pulmonar 
y en el lavado broncoalveolar, un aumento del edema pulmonar y un mayor daño 
pulmonar [297]. Estos autores sugieren que ATF-3 es un factor de transcripción 
antiinflamatorio que atenúa la inflamación inducida por la ventilación mecánica. 
Posibles artefactos que determinen una diferente PIP basal 
Se puede especular sobre el papel de diferentes artefactos para explicar la diferente 
PIP basal en ciertos animales. Por ejemplo, es posible que en algunos casos la 
intubación endotraqueal  progrese a una posición endobronquial de forma inadvertida. 
Otra explicación posible es que la obstrucción inadvertida de uno de los bronquios, 
bien por secreciones o por un pequeño coágulo, resultando en una mayor elevación 
de la PIP al aumentar el VT en comparación con otro grupo en el cual no se desarrolla 
esta obstrucción bronquial. 
Otra explicación potencial de la diferente PIP basal de ciertos animales es la 
insuficiente adaptación al ventilador. En nuestro modelo los animales fueron 
premedicados por vía i.p. una mezcla de ketamina y diacepam, combinación que se 
continúa de forma continua por via i.v. (ver material y métodos). Con este protocolo de 
analgesia se garantiza una sedación adecuada, no apreciándose una desincronía 
entre el animal y el respirador. Por otro lado, la posibilidad de una activación 
diafragmática por el centro respiratorio es aún menor en los casos en los que se 
administra  un VT tan elevado como en el grupo de ventilación mecánica con VT 
elevado. 
Sea la causa de una peor mecánica del sistema respiratorio una susceptibilidad 
genética o de cualquier otro tipo que se asocia a una menor compliance del sistema 
torácico, o sea un artefacto no identificado (menos probable), la conclusión de la 
conservación de dos fenotipos es igualmente válida: es necesario documentar en los 
modelos de daño pulmonar inducido por la ventilación mecánica una elevación 
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suficiente de la PIP y el desarrollo consiguiente de daño pulmonar, pues solamente la 
administración de un VT elevado no es suficiente para anticipar que se desarrollará el 
daño tisular deseado en todos los animales. 
 
Caracterización de dos fenotipos de acuerdo con la respuesta a la ventilación 
mecánica con VT elevado 
Los dos fenotipos (susceptible y resistente) se caracterizan por una diferente PIP 
basal  (antes de comenzar el insulto), lo que indica que los factores fisiológicos o 
anatómicos propios de cada fenotipo son constitutivos del animal y determinan una 
diferente resouesta al insulto (ventilación mecánica con VT elevado). 
El presente diseño no permite determinar cuál de dos posibilidades opera para 
explicar la diferente susceptibilidad a la ventilación mecánica. La primera es que el 
fenotipo susceptible se caracteriza por ciertas características fisiológicas o anátomicas  
que resultan en una peor mecánica del sistema torácico, una mayor PIP basal y, 
consiguientemente, un mayor daño pulmonar. Es decir que el mayor daño pulmonar es 
consecuencia de la mayor PIP basal. O bien que la peor mecánica pulmonar y el 
mayor daño inducido por la ventilación mecánica son dos fenómenos paralelois, pero 
no relacionados causalmente. En efecto, el grupo resistente presenta elevaciones de 
la PIP al final del experimento entorno a 40 cm H2O, mientras que el grupo resistente 
sólo alcanza PIP alrededor de 25 cm H2O. La diferencia es suficiente como para 
especular que en el segundo caso (grupo resistente) la elevación de la PIP es 
insuficiente para preoducir daño. 
Se han planteado estudios en nuestro laboratorio para descartar la presencia de 
artefactos potencialmente explicativos de diferente PIP basal en algunos animales 
(uso de relajación neuromuscular, comprobación de la ausencia de intubación 
endobronquial, etc.), analizar la histología para determinar si hay hallazgos 
diferenciales en el grupo que presenta una mayor PIP basal, y analizar si elevaciones 
de PIP al final del experimento (aplicando mayores VT) en el grupo resistente 
(identificado antes del experimento mediante una elevación del VT y comprobación de 
la elevación subsiguiente de la PIP) origina el mismo daño que en los animales 
suceptibles. 
El análisis presentado en el capítulo 3 (que es resultante de una adicional agrupación 
de los animales sometidos a ventilación mecánica con VT elevado de acuerdo con el 
valor inicial PIP) indica que todos los cambios descritos en el capítulo 2 asociados a la 
ventilación mecánica con VT elevado se aprecian tan sólo en los animales que 
presentan una PIP basal elevada. 
Ese es el caso de la hipotensión, la hipoxemia, el deterioro progresivo de la 
distensibilidad pulmonar y la elevación de la resistencia de la vía aérea, y los cambios 
histológicos en el pulmón. También los cambios descritos en la apoptosis e 
inflamación pulmonar, en el suero y en el tejido intestinal se aprecian principalmente 
en el grupo sometido a ventilación mecánica con VT elevado y que presentan una PIP 
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basal ≥ 27 cm H2O, mientras que el grupo sometido a ventilación mecánica con VT 
elevado con PIP basal <27 cm H2O  fue resistente a todos los cambios mencionados. 
Este hallazgo resulta fundamental para la comprensión de nuestros resultados y los de 
otros investigadores, así como para el diseño de modelos experimentales de daño 
pulmonar agudo inducido por la ventilación mecánica. En efecto, el modelo no debe 
simplemente consistir en la aplicación de un VT elevado, sino que hay que comprobar 
que la PIP alcanzada es suficiente para el desarrollo de daño pulmonar. Este 
comentario no es pertinentepara los modelos en los cuales el daño se genera 
mediante la aplicación de una PIP elevada (ventilación controlada por volúmen), pero 
ha de ser considerado si el modelo consiste en la aplicación de un VT (ventilación 
controlada por volúmen). Por otro lado, es posible que el análisis de muestras 
procedentes de animales ventilados con VT elevado origine datos dispersos, pues la 
población de animales sometidos a ventilación mecánica con VT elevado está 
realmente compuesta por dos subpoblaciones, una de animales susceptibles y otra de 
animales resistentes. 
Como es de esperar y de acuerdo al sentido fisiopatológico de la interpretación de 
nuestros resultados, el tratamiento con DDS se asoció con efectos significativos tan 
sólo en el grupo sometido a ventilación mecánica con VT elevado y que presentaba 
daño, es decir, al grupo con PIP basal elevada. 
Estructura y función pulmonares 
Características mecánicas 
En relación a los resultados discutidos en el presente apartad,dentro del grupo de 
ratas ventiladas con VT  Alto, hemos encontrado dos fenotipos que son los resistentes 
y los susceptibles. Este hallazgo no se ha identificado en otros estudios. En el capitulo 
2 hemos analizado el VT elevado, pero en relidad hemos analizado dos grupos 
diferentes dentro del grupo de VT elevado. 
Diseccionando el grupo de VT elevado; el grupo susceptible reproduce marcadamente 
los cambios característicos de VILI. La distensibilidad del sistema torácico (CDYN) 
disminuyó a lo largo del tiempo de observación.  El grupo susceptible mostró un 
aumento progresivo de la presión pico (PIP) y de la resistencia de la vía aérea (RVA) de 
aproximadamente un 40% y un 56%, respectivamente, en relación al valor basal, y 
una disminución de la distensibilidad (CDYN) de un 35,3% (Fig. 5 y 6. Tablas 6 y 7). 
Mientras que el grupo resistente apenas mostró variaciones.   
Los cambios de los parámetros de la mecánica respiratoria nos puede estar indicando 
que el grupo susceptible  muestra alteraciones marcadas en la organización del 
pulmón. Sobretodo la disminución  de la distensibilidad nos puede indicar que etaba 
desarrollando edema o fibrosis. Pero la fibrosis no puede ser posible por la brevedad 
del experimento. 
Varios investigadores se cuestionaron si el edema pulmonar durante la VM ocurre al 
sobrepasar un determinado volúmen y fue Carlton quien respondió con un modelo de 
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VILI en cordero. Al aumentar progresivamente el VT también aumentaba las presiones 
teleinspiratorias a 16, 33, 43 y 61 cmH2O; también demuestra que hay un aumento de 
la concentración de proteínas. Y se alcanza un nivel de presión de 61 cmH2O sólo con 
un VT más alto (57mL/kg). Lo que indicaba que las alteraciones microvasculares en 
respuesta a la sobredistensión ocurren al sobrepasar un límite de volúmen/presión  
más que de forma gradual. Estos hallazgos fueron confirmados por escintigrafía que 
permitió evaluar los cambios simultáneos en la permeabilidad alveolar y microvascular 
durante la distensión en ratas con pulmones previamente sanos. Curiosamente se 
observaron los cambios de permeabilidad epitelial y endotelial con el mismo límite de 
presión teleinspiratoria (entre 20 a 25 cmH2O corresponden a VT de 13.7±4.69 y 
22.2±2.12mL/kg).  
En conclusión, las ratas susceptibles desarrollan mayor inflamación y edema pulmonar 
que las ratas resistentes. Esta conclusión está apoyada también por la observación 
visual muy clara y evidente de edema pulmonar apreciado por el experimentador  en el 
momento de la extracción de los tejidos al final del experimento. De la misma manera, 
los cambios de concentración de proteínas y de IgM en el lavado broncoalveolar 
respaldan que las ratas susceptibles desarrollan mayor inflamación y edema pulmonar 
que las ratas resistentes que conlleva a un descenso de la compliance pulmonar, 
atelectasias e hipoxemia que se asocia con el metabolismo anaerobio. 
 
Intercambio gaseoso 
Así mismo otro contribuyente para la disfunción pulmonar es la hipoxemia. El grupo 
suceptible mostró una disminución significativa de la PO2 en el intervalo de 2,5 horas 
de VM; mientras que en el grupo resistente mostró un  patrón contrario, es decir una 
tendencia de mejorar la oxigenación después de 2,5 hrs de VM, con respecto al 
tiempo basal (Figura 6 y 7. Tabla 8, 9 y10). Esto se traduce que el grupo resistente no 
mostró disfunción pulmonar, aunque para llegar a esta dedución es necesario valorar 
también la permeabilidad alveolocapilar. 
El tratamiento con la DDS no afecta al cambio inducido por la VM tanto en el sub 
grupo susceptible como en el resistente con respecto a los subgrupos no tratados 
respectivamente; esto da entender que la DDS no tiene ningún efecto biológico en 
macro sobre la disfunción pulmonar. Además el grupo susceptible tratado con DDS 
mostró una tendencia a la hipoxemia con respecto al no tratado. Esto nos podría 
indicar que la DDS podría tener algún efecto negativo en la funcionalidad pulmonar  
del subgrupo susceptible.  
 
Permeabilidad alveolocapilar 
Para complementar el estudio de la funcionalidad pulmonar se valoró la permeabilidad 
alveolocapilar midiendo la concentración de proteínas totales, IgM en el LBA y el ratio 
LBA/suero. 
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El aumento detectado en los animales susceptibles (en comparación con los animales 
resistentes) de la ratio, proteínas totales y Ig M en el LBA son marcados, este 
fenómeno denota edema pulmonar no hidrostático (característica esencial de VILI y de 
DPA)     debido a alteraciones de la membrana alveolocapilar, y a su vez el aumento 
de citoquinas que contribuye a un aumento de proteínas.  De hecho, la activación del 
estado proinflamatorio en el espacio alveolar se considera el principal contribuyente a 
las alteraciones de la membransa alveolocapilar y al daño tisular (como lo veremos 
posteriormente), lo cual está normalmente relacionado, como lo hemos detectado en el 
grupo susceptible. Además estos datos apoyan la hipótesis de que el mismo estrés 
induce diferentes vías de activación que conlleva a un desenlace atenuado o 
exacerbado dependiendo de la susceptibilidad a la VM lesiva o no protectiva . 
Muchos estudios refieren que la ventilación mecánica con PIP elevada colleva a 
edema así como algunos estudios demuestran que una VM no protectiva conlleva a un 
aumento de valores de PIP a lo largo del tiempo. Hemos observado una aumento 
significativo de PIP en el grupo sensible en contraste con el grupo resistente justo al 
comienzo de la ventilación mecánica no protectiva, lo que agrava al cabo de una hora. 
Este resultado nos lleva a pensar  que la PIP bajo estrategias fijas de VT puede ser un 
marcador temprano, precoz de la susceptibilidad a la VM. 
 
Cambios histológicos 
En el capítulo 2 se caracterizo los cambios fisiopatológicos de VILI. Entre ellos se 
producen cambios histológicos pero no necesariamente todos desarrollan membranas 
hialinas y su presencia denota gravedad. 
El 77,8% de las ratas susceptibles desarrollaron membranas hialinas, mientras que en 




El grupo susceptible muestra mayores cambios de la presión arterial en relación al 
grupo resistente. Esto se debe a la marcada respuesta inflamatoria  por parte del 
grupo susceptible desencadenada por la VM. Ademas, como se explico en la 
discusión del capítulo 2, esta hipotensión es causada  por la agresión de los radicales 
libres de oxígeno al endotelio vascular asociada a la ventilación mecánica. 
 
Determinaciones bioquímicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP) 
Debido a la descompartimentalización de los mediadodores inflamatorios del pulmón 
hacia la vía sistémica; los órganos a distancia muestran disfunción y lesión. 
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 El grupo susceptible mostró elevación de la actividad sérica de glucosa, GOT y GTP y 
(de forma no significativa) de creatinina, LDH y CK. Mientras que el grupo resistente 
no mostró alteraciones de la glucosa y creatinina y un aumento (de forma no 
significativa) de LDH, CK, GOT GTP. 
El aumento de glucosa mostrado en el grupo susceptible es muestra de un fallo en el 
metabolismo energético (sercova y Getafe). 
Y el aumento de GOT y GTP en el grupo susceptible es indicativo de daño celular 
inespecífico. Además no se encontraron cambios en la concentración de creatinina, 
las razones ya se explicaron en el capítulo 2. 
Otras determinaciones en sangre (pH, lactato, PaCO2) 
Tantos las ratas susceptibles como las resistentes no mostraron daño sistémico, al no 
mostrar acidosis metabólica que se traduce con la no variación del bicarbonato arterial 
y ausencia de hiperlactatemia y tampoco se encontró cambios en el pH (que mostró 
una tendencia no significativa a una moderada disminución). 
En resumen, encontramos que la ventilación mecánica en el grupo susceptibles se 
asocia, no sólo con cambios en la estructura y función pulmonares, sino también con 
cambios no pulmonares, que incluyen hipotensión y disfunción vascular in vitro, 
hiperglucemia y elevación de las enzimas GOT y GTP que indica daño inespesífico 
celular. 
 
Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis 
En nuestro estudio las ratas susceptibles (en ratas no tratadas con DDS), en 
comparación con las ratas resistentes, se asoció con una marcada respuesta 
inflamatoria a nivel pulmonar. Esta respuesta inflamatoria se caracterizó por una 
significativa mayor concentración de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 y (no alcanzando la 
significación estadística) de IL-1β. Se objetivó también que el grupo susceptible  se 
asoció con una mayor expresión de genes (IL-6 y MCP-1) en comparación con el 
grupo resistente. 
El sub-grupo grupo susceptible muestra un patrón en la expresión de genes y 
proteínas parecido al grupo ventilado con VT alto. El desarrollo de la respuesta 
inflamatoria y el papel de las citoquinas estudiadas ya se explicó en el capítulo 2. 
 
TLR-4 
Tantos los animales susceptibles como los resistentes mostraron una disminución de 
la expresión de TLR4 en tejido pulmonar en relación con los animales ventilados con 
VT Bajo. 
 




Nuestros resultados sugieren que el grupo susceptible sufre mayor apoptosis que el 
grupo resistente. El número de células fluorescentes por la técnica TUNEL es unas 7 
veces mayor en el fenotipo susceptible en comparación con el grupo resistente (Figura 
15). 
En el grupo susceptible, las células apoptóticas (en su mayoría) parecen localizarse en 
la mucosa de la vía aerea mientras que en grupo resistente parecen localizarse en la 
pared alveolar. El aumento de la apoptosis asociado a VILI o al estiramiento in vitro ya 
ha sido documentado previamente. Sin embargo la demostración del diferente 
comportamiento apoptótico en los dos fenotipos: sensible y resistente bajo la misma 
estrategia ventilatoria, es objeto de estudio en el caso de implementar una terapéutica 
individualizada. 
En resumen, la ventilación mecánica con VT elevado presenta dos fenotipos: sensible 
y resistente. La sensible se asoció con una respuesta inflamatoria pulmonar 
caracterizada por elevación significativa de TNF-α, IL-6, MIP-2, MCP-1 y sin llegar a la 
significación estadística de IL-β, de la expresión génica IL-6 y MCP-1. 
Una de las características esenciales de un modelo experimental de VILI es la 
demostración de una respuesta inflamatoria pulmonar. En nuestro modelo el grupo 
susceptible reproduce esta condición más que el grupo resistente (deterioro de la 
respuesta mecánicas del pulmón, hiperpermeabilidad alveolocapilar, cambios 
histológicos consistentes con DAD), La demostración de una marcada y consistente 
respuesta inflamatoria hace que el grupo susceptible sea adecuado para el estudio del 
VILI, y del estudio de la fisiopatología y de intervenciones potencialmente terapéuticas 
en esta condición. 
 
Respuesta inflamatoria: determinaciones séricas 
Nosotros encontramos en el grupo susceptible en comparación con el grupo resistente 
un aumento de la concentración sérica aunque no de forma significativa de TNF-α, IL-
6, MIP-2, MCP-1 e IL-1β (sin alcanzar la significación estadística) que indican 
descompartimentalización de la respuesta inflamatoria inducida en el pulmón por la 
ventilación mecánica con VT elevado.la evidencia de estos cambios es importante, 
pues puede ser explicativa de daño en órganos no pulmonares en el contexto de VILI, 
incidiendo más en el grupo susceptible. 
 
Respuesta inflamatoria intestinal 
En el presente estudio hemos demostrado que las ratas susceptibles, en comparación 
con las ratas resistentes, se asocia con un aumento de la concentración intestinal de 
TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1 (aunque no de forma significativa) y la expresión génica 
de MIP-2 y su receptor (CXCR-2) aumentaron de forma significativa. Mientras que el 
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grupo ristente se asocia con una disminución de la concentración de MIP-2 y una 
disminución de la expresión génica de MIP-2 y CXCR-2 en compración con el grupo 
ventilado con Volúmen tidal bajo. 
Cuál es la causa de que en el grupo susceptible haya un aumento de la concentración 
de MIP-2 y de la expresión génica de MIP-2 y de su receptor, CXCR-2, en el intestino 
(i) El aumento de MIP-2 en tejido pulmonar y en suero estimula la producción de MIP-2 
y de su receptor a nivel intestinal. Varios estudios han analizado que la liberación de 
mediadores inflamatorios desencadenados en un tejido podría  participar en la 
respuesta inflamatoria sistémica conllevando una disfunción multiorgánica. En efecto 
muchos investigadores han demostrado cambios en la pO2 y la permeabilidad 
intestinal en respuesta a varios tipos de daño, incluyendo procesos de daño 
inflamatorio agudo. Guery demuestra que la activación de la cascada inflamatoria 
desencadenada por VILI (30ml/kg durante 120 minutos) repercute  negativamente al 
pulmón y a los órganos a distancia (intestino)  aumentando la permeabilidad en ambos 
órganos y este preceso puede prevenirse  bloqueando el TNF-α (a nivel sistémico)  
con un anticuerpo policlonal anti-TNF-α. 
Las explicaciones del efecto del pulmón sometido a VM con Vt elevado (en el grupo 
resistente) sobre las disminución de la concentración tisular  (intestino) de MIP-2, y la 
disminución de la expresión génica de MIP-2 y CXCR-2 es desconocido. La 
explicación podría ser  (1) que el pulmón del grupo resistente libera menos cantidad de 
mediadores inflamatorios que el grupo susceptible, y la permeabilidad alveolocapilar 
no está tan deteriorada con en el grupo susceptible, debido ha ello hay menos 
descompartimentalización del pulmón a la vía sistémica y a los órganos a distancia. (2) 
El pulmón de las ratas susceptibles liberan un mediador antiinflamatorio que ejerce un 
efecto inhibidor sobre el sistema inmune innato intestinal. 
 
Efecto del tratamiento de la DDS sobre los cambios inducidos por la PIP en el 
grupo ventilado con VT alto 
Estructura  y función pulmonar 
En las ratas susceptibles,  el tratamiento con DDS se asoció con una menor elevación 
de la resistencia de la vía aérea  (RVA) (Figura 5, tabla 7). Paralelamente, también se 
asoció con una tendencia (no significativa) a una menor elevación de la PIP. 
Los efectos beneficiosos del tratamiento con DDS sobre la resistencia se explica por 
una menor formación de edema (figura 11 y 12). En la situación de un efecto 
antiinflamatorio del tratamiento con DDS. 
Intercambio gaseoso 
La hipoxemia inducidad por la ventilación mecánica con VT elevado afecto más al 
subgrupo susceptible y menos al resistente. Paralelelamente esta disminución de PO2 
no se modificó  con tratamiento con DDS, en ambos subgrupos (Fig. 8, 9 y 11 y tabla 
11). 




La VM con V elevado induce edema debido a las alteraciones en la membrana 
alveolocapilar que afecta sobretodo al grupo resistente y menos al grupo sensible. El 
tratamiento con DDS  en ambos subgrupos: susceptibles y resistentes se asocian con 
una disminución de la permeabilidad alveolocapilar, apoyado por la disminución  del 
ratio de proteínas (LBA/suero)  (Fig. 9) y  apoyado también por la determinación de 
una menor concentración de Ig M en el espacio alveolar (Fig.10). Se puede deducir, 
que la DDS tiene algún efecto protector, atenuando el edema, inducido por la VM con 
VT elevado. 
Cambios histológicos 
El tratamiento con DDS tanto en el grupo susceptible como en el resistente no influyó 
en el índice de daño pulmonar, que es una medida de gravedad de DAD. Esto nos 
indica que la atenuación de la respuesta inflamatoria reflejada en las ratas sometidas a 
VM y previamente tratadas con DDS, no tiene ese grado de intensidad para mermar la 
presencia de membranas hialinas. 
 
Cambios sistémicos 
Como se ha señalado anteriormente, la ventilación mecánica con volúmen tidal 
elevado se asoció con hipotensión durante el periodo de ventilación mecánica (tanto 
en el grupo susceptible como en el resistente). El tratamiento con DDS no modificó 
este cambio sobre la presión arterial media. 
Se ha valorado la respuesta inflamatoria mediante la expresión proteíca y génica de 
citoquinas pro-inflamatorias. Sin embargo la respuesta antiinflamatoria 
desencadenada con el tratamiento con la DDS no es suficiente para corregir la 
hipotensión inducida por la estrategia ventilatoria lesiva tanto en el grupo susceptible 
como en el resistente. 
Determinaciones bioquímicas séricas (glucosa, LDH, CK, GOT, GTP) 
La ventilación mecánica con VT elevado se asoció con cambios en la concentración 
sérica de la glucosa y en la actividad sérica de la LDH, CK, GOT y GTP. (Tanto en el 
grupo resistente como en el susceptibles). Sin embargo el efecto antiinflamatorio de la 
DDS no fue lo suficiente para corregir los parámetros bioquímicos mencionados. 
Respuesta inflamatoria pulmonar y apoptosis 
Los efectos de la ventilación mecánica con VT elevado  sobre el grupo susceptible, 
incluyeron un aumento significativo de la concentración tisular y de la expresión génica  
de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1.Sin embargo sobre el grupo resistente hubo sólo 
tendencia a un aumento de la concentración tisular y de la expresión génica de TNF-α, 
IL-6, MIP-2, MCP-1 e IL-1β. Sabiendo esto ¿Cuál es el efecto del tratamiento con DDS 
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sobre la respuesta inflamatoria pulmonar inducida por la ventilación mecánica con VT 
elevado sobre el subgrupo susceptible y resistente? 
En este capítulo se han  analizado los efectos del tratamiento con DDS en el status del 
sistema inmune innato del pulmón en condiciones de VILI, tanto en el grupo 
susceptible como en el resistente (¿modulan las bacterias intestinales la respuesta 
inmune pulmonar a la ventilación mecánica?). 
En los animales susceptibles, el tratamiento con DDS atenúo el aumento de la 
concentración tisular de TNF-α, IL-6, MIP-2 y MCP-1. Mientras que en el grupo 
resistente fue similar en los animales tratados con DDS  que en los animales no 
tratados. 
En los animales susceptibles, el tratamiento con DDS atenuó la expresión génica de 
IL-6, MCP-1, CXCR2 y CCR2 mientras en los animales resistentes sólo atenuó la 
expresión génica de MIP-2. 
La respuesta inflamatoria desencadenada por VILI fue mayor en el grupo susceptible. 
Nuestros resultados muestran un efecto antiinflamatorio del tratamiento de la DDS  
más marcado en el grupo susceptible  que en el resistente.  Existen resultados 
similares con otros modelos de lesión que inducen una  inflamación muy marcada 
(citas); demostrando que el tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria. 
Esto quiere decir que la flora intestinal influye a la respuesta inflamatoria sistémica  y 
al daño (inflamación) en otros órganos 
Lo novedoso de nuestros resultados, es que pone en evidencia que el  grado del 
efecto antiinflamatorio de la DDS depende de la susceptibilidad a un daño inducido por 
la VM. 
En el grupo susceptible el tratamieno con DDS se asocia con una dsiminución de la 
resistencia, probablemente debido al efecto antiinflamatorio desencadenada por la 
DDS respaldado por una menor concentración y una menor expresión genica de 
citoquinas pro-inflamatoria a nivel tisular. 
 
Apoptosis 
El grupo sus ceptible móstró mayor grado de apoptosis que el grupo resistente. Sin 
embargo el tratamiento con DDS  atenúo la apoptosis en el grupo resistente. 
Respuesta inflamatoria determinaciones séricas 
El tratamiento con DDS se asocia con un efecto supresor de la respuesta inmune 
(menor concentración sérica de TNF-α, IL-6) tanto en los animales susceptibles como 
en los resistentes.  
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Respuesta inflamatoria intestinal 
La IL-6 es una citoquina inducible, de forma temprana sintetizada por muchos tipos de 
células, participando en la iniciacióny regulación de la inflamación (Jones 2005). La IL-
6 no parece ser más que una citoquina inducida en la fase aguda, y debería ser 
definida como un factor producto del equilibrio/balance entre la pro y antiinflación 
resultado de la respuesta inmunológica. Nuestros resultados indican un posible papel 
modulador de IL-6 sobre las citoquinas proinflamatorias  como hemos observado en 
un patrón contradictorio en los grupos tratados y no tratados con DDS. Mientras que el 
tejido intestinal del grupo tratado con DDS, los niveles de IL-6 están aumentados  en 
relación al grupo no tratado.TNF-α, MCP-1 y MIP-2 están ligeramente disminuidos. 
Estos datos sugieren que la IL-6 tiene un papel regulador en el grupo tratado con DDS 
y no se altera casi en el grupo no tratado con DDS. 
Volker pone en evidencia que la estimulación de las células mononucleares del 
intestino por la polimixina, o la activación del sistema inmune innato por productos 
bacterianos procedentes de bacterias muertas como consecuencia del tratamiento con 
DDS. Estos mecanismos podrían explicar algunos de los aspectos de los cambios 
observados, como son la elevación de la concentración de la IL-6 en el tejido intestinal 
en animales tratados con DDS. 
En resumen, hemos demostrado que la VM lesiva o no prtectiva  podría desarrollar 2 
tipos diferentes de desenlaces según la susceptibilidad del animal. Uno de los factores 
que parece contribuir a proteger el pulmón frente a la VM es la respuesta inflamatoria 
atenuada donde la DDS juega un papel importante.  En elgrupo sensible el tratamiento 
con la DDS  atenua el aumento de las citoquinas pro-inflamatoria, sin embargo este 
efecto no es suficiente para poder  prevenir el deterioro del intercambio gaseoso, de la 
mecánica ventilatoria, el aumento de edema y el daño tisular. 
Para concluir, estos resultados indican que la respuesta inflamatoria  a nivel pulmonar 
en la ventialción lesiva o no protectiva está atenuada por la DDS. 
 
Resumen de la discusión del capítulo 3 
Hemos demostrado que la VM lesiva o no protectiva podría desarrollar dos tipos 
diferentes de desenlaces según la susceptibilidad del animal. En el grupo susceptible 
hay un deterioro marcado de las propiedades mecánicas del pulmón, disfunción 
pulmonar (deterioro del intercambio gaseoso, hiperpermeabilidad) así como el 
desarrollo de membranas hialinas característico de SDRA. Sin embargo, el grupo no 
sufrió cambios significativos. 
Hemos encontrado que el tratamiento con DDS atenúa el deterioro de la resistencia y 
la permeabilidad alveolocapilar y la respuesta inflamatoria a la ventilación mecánica en 
el grupo susceptible. 
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Estas alteraciones son consistentes con un efecto antiinflamatorio del tratamiento con 
DDS. Paralelamente se puede concluir que las bacterias intestinales tienen un papel 
amplificador de la respuesta inflamatoria tras un insulto, en nuestro caso, la ventilación 
































1. Demostramos que es posible descontaminar el tracto 
digestivo en ratas con un protocolo de tratamiento 
administrado durante 24 h. 
2. La administración de ventilación mecánica con VT 
elevado en nuestro modelo se asocia con una respuesta 
inflamatoria pulmonar, disfunción pulmonar, signos de 
daño alveolar difuso, y cambios sistémicos. 
3. El tratamiento con DDS atenúa la respuesta inflamatoria 
pulmonar y sistémica asociada a la ventilación mecánica 
utilizando VT elevado.  
4. Demostramos un efecto dual de la ventilación mecánica 
previamente no reconocido.  
5. Los efectos nocivos de la ventilación mecánica con VT 
elevado se aprecian sólo en los animales que presentan 
un valor elevado de PIP al inicio del experimento. Sólo 
en este grupo con PIP elevada se demuestran los 
efectos beneficiosos del tratamiento con DDS. 
6. Nuestros resultados demuestran que la flora intestinal 
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